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 RESUMO GERAL 
A manga (Mangifera indica) apresenta notoriedade nas exportações brasileiras de frutas, 
porém, pesquisas revelam que a mesma foi implicada em surtos envolvendo Salmonella, 
quando os frutos teriam sido contaminados no tratamento hidrotérmico. O presente trabalho 
objetivou verificar a presença de Salmonella spp. em mangas orgânicas comercializadas em 
Campinas-SP e São Paulo – SP e os efeitos do etanol no tratamento hidrotérmico para o 
controle de Salmonella spp. em mangas e sua influência na qualidade dos frutos durante o 
armazenamento. Para os experimentos foram utilizadas mangas Tommy Atkins no estádio de 
maturação 2 e um pool de Salmonella spp. Este trabalho é composto por cinco capítulos. No 
primeiro capítulo foram realizados estudos para avaliar a eficiência de diferentes 
metodologias e meios de cultura para a recuperação de Salmonella nos frutos. Os melhores 
resultados foram obtidos quando se utilizou a combinação do método do Fragmento do Fruto, 
com a recuperação nos meios TSA (trypticase soy Agar) + MLCB ((Mannitol Lysine Crystal 
Violet Brilliant Green). Assim essa metodologia foi utilizada nos testes microbiológicos das 
mangas nos estudos posteriores. No segundo capítulo realizaram-se estudos microbiológicos 
da atividade antimicrobiana de etanol in vitro como também seus efeitos sobre mangas 
inoculadas artificilamente com esse patógeno. Constatou-se que a adição de etanol ao 
tratamento hidrotérmico foi eficiente, reduzindo significativamente a contagem de 
Salmonella. No terceiro capítulo realizaram-se estudos de qualidade das mangas durante o 
armazenamento a 25°C/75%UR e 10ºC/90%UR. As mesmas foram submetidas ao tratamento 
hidrotérmico a 46,1°C/75minutos com etanol em concentrações inicialmente de 0, 5, 10 e 20 
% e depois de 0, 3, 5 e 7% v/v. Verificou-se impacto negativo na aparência dos frutos tratados 
com etanol, mais intensos  com o aumento da sua concentração, principalmente quando  
armazenados a 10ºC/90%UR. Desta forma, realizaram-se experimentos em concentrações 
menores de etanol e esses dados são apresentados no quarto capítulo, avaliando-se assim a 
influência do tratamento hidrotérmico com 1% de etanol na qualidade de mangas cv. Tommy 
Atkins armazenadas a 10ºC/90%UR. Nesse estudo não foram observados danos na aparência 
das mangas durante a estocagem refrigerada. No último capítulo estudou-se a resistência 
térmica associada ao etanol do pool de Salmonella, bem como o efeito da temperatura de 55 
°C por 1 minuto com 0, 3 e 5% de etanol (v/v) sobre a qualidade das mangas armazenadas e a 
eliminação desses patógenos da superfície dos frutos submetidos aos tratamentos. Constatou-
se eficiência do etanol sobre a Salmonella, porém os frutos tratados com 5% de etanol e 
 armazenados a 10ºC/90%UR apresentaram aparência pior que os frutos tratados termicamente 
com 0 e 3% de etanol.  
 
Palavras chave: Mangifera indica, controle microbiano, fruta tropical. 
 ABSTRACT 
The mango (Mangifera indica) has importance in Brazilian fruit exports, however, researches have 
revealed that it has been implicated in outbreaks involving Salmonella, when the fruits were 
contaminated in the hydrothermal treatment. This study aimed to verify the presence of Salmonella 
spp. in organic mangoes commercialized in Campinas and Sao Paulo and the effects of ethanol in the 
hydrothermal treatment for the control of this microorganism and the influence of the ethanol on fruit 
quality during storage. For the experiments were used Tommy Atkins mangoes at stage 2 maturation 
and a pool of Salmonella spp. This work consists of five chapters. In the first one, experiments were 
carried out to evaluate the efficiency of different methods and culture media for Salmonella recovery 
from mangoes. The best results were obtained using the combination of the fruit Fragment method 
with the TSA recovery (trypticase soy Agar) + MLCB media ((Mannitol Lysine Crystal Violet 
Brilliant Green), and this methodology was used in microbiological tests for mangoes in later 
chapters. In the second chapter microbiological studies of the in vitro antimicrobial activity of ethanol, 
as well as its effects on mangoes artificially inoculated with this pathogen were carried out. It was 
found that the addition of ethanol to the hydrothermal treatment was efficient, reducing significantly 
the Salmonella counting. In the third section studies concerned to the mangoes quality during storage 
at 25 °C / 75% RH and 10 °C / 90% RH were carried out. Samples were subjected to hydrothermal 
treatment at 46.1 °C / 75 minutes with ethanol at concentrations of 0, 5, 10 and 20% and then 0, 3, 5 
and 7% v/v. It was found negative impact on the appearance of the fruits treated with ethanol, more 
intense at igher concentration, especially when the fruits were stored at 10 °C / 90% RH. Thus, 
experiments were carried out at lower ethanol concentrations, and these data are showed in the fourth 
chapter, evaluating the influence of hydrothermal treatment with 1% ethanol on the quality of the 
Tommy Atkins mangoes stored at 10 °C / 90% RH. In this study it was not observed damage to the 
appearance of mangoes during refrigerated storage. In the last chapter we studied the thermal 
resistance of the Salmonella pool associated to ethanol, as well as the effect of the treatment at 55 °C 
for 1 minute at 0, 3 and 5% ethanol (v/v) on the quality of the mangoes and the elimination of these 
pathogens of the surface of fruits submitted to each treatment. Ethanol was efficiency against 
Salmonella, but the fruits treated with 5% ethanol and stored at 10 °C / 90% RH showed worse 
appearance than those treated at 0 and 3% ethanol. 
KEY WORDS: Mangifera indica, microbial control, tropical fruit 
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INTRODUÇÃO GERAL  
A manga (Mangifera indica) está entre os frutos tropicais de maior expressão 
econômica nos mercados brasileiro e internacional possuindo volume de exportação crescente 
no Brasil. De acordo com o Anuário Brasileiro de Fruticultura (2014), em 2013 foram 
exportados 122 mil toneladas de manga. 
O Brasil ocupa a 7ª posição na produção mundial de manga (FAO, 2013). Dentre as 
principais frutas exportadas pelo Brasil em 2012, a manga foi responsável por 21,6% das 
exportações, apresentando uma receita de US$ 137,6 milhões para o país (Brasil, 2013), sendo 
que a região Nordeste destaca-se como a principal produtora, com 70,7% da produção 
brasileira, seguida pelas regiões Sudeste (27,2%), Norte (0,5%) e Centro-Oeste (0,4%).  
No entanto, este fruto tem sido apontado como veículo de Salmonella spp. em 
infecções de origem alimentar, pois normalmente é consumido cru, além disso, a capacidade 
desse patógeno de internalizar em manga pode ser outro fator que potencialize a chance dessa 
fruta  tornar-se  fonte de surtos de salmonelose (Penteado et al., 2004; Bordini et al., 2007). 
O primeiro surto documentado de salmonelose por consumo de manga in natura 
ocorreu em 1999 nos Estados Unidos, envolvendo 78 pessoas e 2 óbitos. Em 2001 e 2012, 
outro surto multi-estado ocorreu nos Estados Unidos devido ao consumo de mangas 
infectadas com Salmonella, sendo que nesse último um total de 127 pessoas foram infectadas. 
(Sivapalasingam et al., 2003; Centers for Disease Control and Prevention, 2012).  Nos casos 
citados as mangas foram importadas do Brasil, Peru e México, onde a água utilizada para o 
tratamento hidrotérmico foi responsável pela contaminação dos frutos (Beatty et al. al., 2004).  
O tratamento hidrotérmico é a técnica utilizada para desinfestação da mosca-das-frutas 
e controle de micro-organismos fito patogênicos (Lurie, 1998), sendo que o conceito de 
tratamento quarentenário contra moscas-das-frutas baseia-se em procedimentos desenvolvidos 
por Baker (1939). Essa técnica é uma das exigências para exportação de mangas aos Estados 
Unidos, Japão e Chile, cujos frutos devem ser tratados a 46,1 ºC por 75 min (peso < 425 g) ou 
90 min (peso > 425 g), assim como para os exportados ao Canadá e Europa, os quais devem 
ser imersos em água a 55 ºC por 5 min (Sigrist, 2004; USDA-APHIS,2002).  
Portanto, percebe-se a importância do tratamento hidrotérmico na exportação de 
frutos, já que o calor pode reduzir ou até eliminar problemas fitopatológicos e até 
microbiológicos, constata-se em alguns estudos que sua combinação com etanol pode exercer 
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efeito sinergético. Essa ação foi observada em alguns trabalhos com limões (Smilanick et al., 
1995); morangos (Margosan et al., 1994);  pêssegos e nectarinas (Margosan et al., 1997) e 
mangas (Gutiérrez-Martínez et al., 2012), sendo que todos estes trabalhos objetivaram o 
controle de fito patógenos na fase pós-colheita.  
Estudos realizados por Rezende et al. (2009), indicaram que a imersão de caquis 
inoculadas com Salmonella Enteritidis e E. coli em etanol (50%) por 2 minutos e em banho 
hidrotérmico (50 °C/10 min) reduziram em média 53% da população daqueles micro-
organismos.  
A atividade antimicrobiana do etanol ocorre, provavelmente, pela desnaturação de 
proteínas e remoção de lipídios, inclusive dos envelopes de alguns vírus, sendo que na 
presença de água, há maior facilidade na sua penetração no interior da célula microbiana, o 
que faz com que o processo de morte do micro-organismo ocorra com velocidade maior 
(Kalil; Costa, 1994; ANVISA, 2012). Acrescenta-se ainda que o etanol é considerado GRAS 
(Generally Recognized as Safe), sendo seu uso permitido também na comercialização de 
produtos orgânicos no Brasil e Estados Unidos (Brasil, 2009; USDA - National Organic 
Program , 2001).  
 Entretando, deve-se avaliar os efeitos do tratamento hidrotérmico associado ao etanol 
sobre a qualidade da manga.  Para obtenção de frutas de qualidade as mesmas devem ser 
colhidas em estádio apropriado de maturidade. Geralmente as características de qualidade 
compreendem a proporção polpa/casca, teor de clorofila, alteração dos sólidos solúveis, 
ácidos, açúcares e modificação na firmeza (Resende, 1995). 
O presente estudo objetivou avaliar os efeitos da adição de etanol no tratamento 
hidrotérmico para o controle de Salmonella spp. em mangas Tommy Atkins e a influência 
desses tratamentos na qualidade dos frutos durante o armazenamento a 25°C/75%UR e 
10ºC/90%UR. 
Este trabalho é composto por cinco capítulos na forma de artigos, sendo que alguns 
resultados adicionais encontram-se nos anexos. No primeiro capítulo foram realizados estudos 
para avaliar a eficiência de diferentes metodologias e meios de cultura para a recuperação de 
Salmonella nos frutos. No segundo capítulo realizaram-se estudos microbiológicos da 
atividade antimicrobiana de etanol in vitro como também seus efeitos sobre mangas 
inoculadas artificilamente com esse patógeno. No terceiro capítulo realizaram-se estudos de 
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qualidade das mangas durante o armazenamento a 25°C/75%UR e 10ºC/90%UR. As mesmas 
foram submetidas ao tratamento hidrotérmico a 46,1°C/75minutos com etanol em diferentes 
concentrações. No quarto capítulo, avalia-se a influência do tratamento hidrotérmico com 1% 
de etanol na qualidade de mangas cv. Tommy Atkins armazenadas a 10ºC/90%UR. No quinto 
e último capítulo estudou-se a resistência térmica associada ao etanol do pool de Salmonella, 
bem como o efeito da temperatura de 55 °C por 1 minuto com 0, 3 e 5% de etanol (v/v) sobre 
a qualidade das mangas armazenadas e a eliminação desses patógenos da superfície dos frutos 
submetidos aos tratamentos.  
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RECUPERAÇÃO DE SALMONELLA SPP. EM MANGA (MANGIFERA 
INDICA) CV. TOMMY ATKINS  
 
RESUMO 
Salmonella spp. é um patógeno que se destaca como agente responsável por doenças veiculadas por 
alimentos. Alguns estudos demonstram que o consumo de manga contaminada foi responsável por 
alguns destes surtos.  Este trabalho objetivou investigar a eficiência de diferentes metodologias para a 
recuperação de Salmonella em manga (Mangifera indica) cv. Tommy Atkins. Para o estudo, as 
mangas foram artificialmente contaminadas com um pool de Salmonella contendo culturas de 
Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis e Salmonella Brasil. Foram ccomparados dois 
métodos de recuperação: Esfregaço de Superfície (Swab) e Fragmento do Fruto. A contagem foi 
realizada de duas maneiras: por Semeadura em Superfície em meio MLCB e pela metodologia de 
Duas Camadas de Ágar (ágar não seletivo + sobrecamada de ágar seletivo) utilizando-se neste caso os 
meios de cultura TSA +MLCB ou TSA + XLD. Após análise estatística dos dados obtidos por Análise 
de Variância e Teste de Tukey observou-se que houve diferenças e que os melhores resultados foram 
obtidos quando se utilizou a combinação do Fragmento do Fruto, com a recuperação nos meios TSA + 
MLCB. Concluiu-se que esse método foi eficiente na recuperação de cepas de Salmonella 
artificialmente inoculadas em mangas cv. Tommy Atkins no estádio de maturação 2. 
Palavras-chave: Células injuriadas, Doenças veiculadas por alimentos, Frutas.  
ABSTRACT  
Salmonella spp. is a pathogen that stands out as an agent responsible for foodborne illnesses. Some 
studies have shown that consumption of contaminated mango was responsible for some of these 
outbreaks. This study aimed to investigate the effectiveness of different methodologies 
for Salmonella recovery in mango (Mangifera indica) cv. Tommy Atkins. For the study, the mangoes 
were artificially contaminated with a pool containing cultures of 
Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis and Salmonella Brazil. Two recovery methods were 
compared: Surface Smear (Swab) and Fragment Fruit. Counting was done in two ways: sowing 
Surface among MLCB and by the methodology of two layers Agar (non-selective agar + selective agar 
overlay) using, in this case, the TSA culture media + MLCB or TSA + XLD. After statistical analysis 
of data obtained by ANOVA and Tukey test it was observed that there were differences and that the 
best results were obtained when using the combination Fragment Fruit with the recovery in the TSA + 
MLCB medium. It was concluded that this method was effective in the recovery of Salmonella strains 
artificially inoculated in mangoes cv. Tommy Atkins in the maturation stage 2. 
Keywords: Injured cells, Foodborne illnesses, Fruit.  
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1. INTRODUÇÃO 
Considerando os problemas de doenças transmitidas por alimentos, a Salmonella 
aparece como um dos agentes mais importantes em surtos de toxinfecções alimentares. Um 
estudo realizado em 2012 pelo CDC (Centers for Disease Control and Prevention) estimou 
que nos Estados Unidos (EUA) entre os anos 2000 e 2008, cerca de um milhão de pessoas 
adoeceram, 19.000 foram hospitalizadas e 380 morreram devido à ingestão de alimentos 
contaminados com Salmonella spp. (apenas para o grupo não-tifóide).  
Alimentos de origem vegetal vêm se destacando como veículos desse patógeno, pois 
normalmente são consumidos crus. Alguns surtos documentados constataram a transmissão 
de Salmonella através de tomate, couve, melancia, melão, maçã, alface e manga (TAUXE et 
al., 1997; BRACKETT, 1999). Ainda segundo o CDC (2013), em 2012, 127 pessoas foram 
infectadas com a cepa Salmonella Braenderup nos EUA em 15 estados. Neste surto 33 
pessoas foram hospitalizadas, não havendo óbitos. Um rastreamento feito por técnicos dos 
CDC, órgão governamental americano responsável pelo monitoramento de doenças indicou 
que mangas provenientes do México foram fonte deste surto, já que esse patógeno pode 
internalizar nos frutos contaminando sua polpa (PENTEADO et al., 2004; BORDINI et al., 
2007). Nesse caso, o país importador aplicou sanções proibindo a entrada de mangas 
provenientes da fazenda que exportou os frutos. Fatores ambientais, incluindo fontes de água 
contaminada usada para irrigar e lavar os vegetais têm sido indicadas em um grande número 
de surtos (DEERING et al., 2012), além disso, a capacidade da Salmonella de internalizar em 
manga pode ser outro fator que aumenta a chance de torná-la veículo provável desta bactéria 
(PENTEADO et al., 2004). 
 É necessário o estudo de técnicas que aprimorem a detecção desse patógeno em 
alimentos. Segundo Albuquerque (2000), são muitas as variáveis consideradas importantes e 
que limitam a recuperação de Salmonella, as quais incluem tipos de meios de cultura e os 
materiais examinados, portanto, as técnicas para recuperação de salmonela devem ser 
adaptadas para o tipo de material examinado. O objetivo do presente trabalho foi investigar a 
eficiência de diferentes metodologias e meios de cultura para a recuperação de Salmonella 
inoculada artificialmente em manga cv. Tommy Atkins. 
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2. METODOLOGIA 
2.1. Preparação do inoculo: Essa metodologia foi fundamentada nos estudos de Strawn; 
Danyluk (2009), com modificações adaptadas pelos autores do presente trabalho.  Um pool de 
Salmonella spp. composto por culturas individuais de Salmonella Typhimurium e Salmonella 
Enteritidis (isolado de aves de capoeira) e Salmonella Brasil (isolado do açaí), doados, 
respectivamente, pelo Centro Tecnológico de Carnes (CTC) do Instituto Tecnológico de 
Alimentos (ITAL), SP, Faculdade de Engenharia de Alimentos (FEA) (Unicamp), SP e 
Embrapa Agroindústria de Alimentos (CTAA) foram usados nos experimentos. As cepas 
bacterianas de cada cultura estavam mantidas em trypticase soy Agar (TSA), marca Oxoid, 
Basingstoke, U.K,  inclinado. Uma alçada de cada cultura foi transferida para tubos contendo 
5 ml de caldo triptona de soja (TSB; pH 7,3; Difco Laboratories; Detroit, Michigan; EUA) e 
incubados a 37ºC por 24 horas. Em seguida as cepas bacterianas de cada cultura foram 
transferidas para um Erlenmeyer contendo 100 mL de TSB  e incubados a 37°C durante 24 
horas. Após este período, 15 mL de cada cultura de Salmonella foram transferidos para um 
tubo de centrífuga, totalizando 45 mL do pool de Salmonella que foi centrifugado a 5500G 
(Hettich, Tuttlingen, Alemanha) durante 15 minutos a 21°C. Os sedimentos de células foram 
ressuspendidos em 100 mL de água destilada estéril. A concentração final do pool de 
Salmonella no inóculo foi determinada através de diluições em série, plaqueamento em Xilose 
Lisina Desoxicolato (XLD) (Oxoid, Basingstoke, U.K) e incubação a 37°C durante 24 h. 
2.2. Contaminação das mangas: Para cada tratamento (descritos nos itens 2.2.1 e 2.2.2), 
utilizaram-se cinco frutos, os mesmos foram lavados com água destilada estéril, secaram em 
cabine de segurança biológica por 30 minutos, após efetuou-se a inoculação. Utilizaram-se 
mangas cv. Tommy Atkins adquiridas no CEASA de Campinas – SP, no estádio de maturação 
2 (conforme escala proposta por Assis, 2004). Os frutos intactos foram inoculados com 
100µL do pool de Salmonella na superfície da casca em uma área demarcada previamente de 
5cm
2
 com auxílio de uma régua e um lápis. Após inoculação, os frutos continuaram na cabine 
de segurança biológica por duas horas, para secagem do inóculo e, em seguida, as mangas 
foram armazenadas a 7°C por 16 horas (Beuchat; Scouten, 2004). 
2.2.1. Comparação dos métodos de recuperação: Foram estudados dois métodos de 
recuperação, por Esfregaço de Superfície por Swab e utilizando Fragmentos do Fruto. Nos 
testes com Swab, a área demarcada dos frutos foi friccionada quarenta vezes com Swab 
umedecido em água peptonada estéril (0,1% p/v). Foi utilizado um esfregão por fruto. Após a 
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fricção cada haste foi imersa em um tubo contendo 40 ml de água peptonada estéril (0,1% 
p/v) e realizadas as análises microbiológicas. Os testes com Fragmento do Fruto foram 
fundamentados na metodologia de Beuchat; Scouten (2004) adaptado para manga. A área 
demarcada de 5cm
2
 e 1 cm de profundidade foi cuidadosamente cortada com o auxilio de 
bisturi de aço inoxidável estéril. O fragmento obtido foi colocado em um saco de stomacher 
estéril adicionado de 40 ml de água peptonada estéril (0,1% p/v) e levemente macerado 
usando um pequeno martelo. A mistura foi homogeneizada em stomacher em velocidade de 
40 rpm durante 1 minuto. Em ambos os tratamentos, nos líquidos homogeneizados foram 
realizadas diluições decimais seriadas e contagem em duplicata sobre o meio MLCB 
(Mannitol Lysine Crystal Violet Brilliant Green - Oxoid, Basingstoke, U.K) e incubadas a 
37°C por 24 horas.  
2.2.2. Contagem das células: Definido o melhor método de recuperação das cepas bacterianas 
nas mangas artificialmente contaminadas, foram comparados dois métodos de contagem das 
células, o método convencional de Semeadura em Superfície (SS) e o método Duas Camadas 
de Ágar (DCA), ambos repetidos cinco vezes. Todos os testes foram realizados em cabine de 
segurança biológica. No método convencional diluições seriadas (0,1mL) foram semeadas em 
duplicata sobre o meio MLCB e incubadas a 37°C por 24 horas. No método DCA as diluições 
seriadas (0,1mL) foram semeadas em duplicata em placas contendo 14 mL de TSA estéril 
solidificado e incubadas em estufa bacteriológica a 37ºC por 2 horas para permitir a 
recuperação das células lesadas. Em seguida o meio MLCB ou o meio XLD foi sobreposto ao 
TSA e as placas foram incubadas por mais 22 horas a 37ºC quando foram efetuadas as 
contagens das colônias (UFC/mL). Esta metodologia fundamentou-se na técnica proposta por 
Hartman et al. (1975), adaptada por Kang; Fung (2000). Os meios de cultura MLCB e XLD 
foram comparados objetivando determinar se havia diferenças nos índices de recuperação de 
Salmonella em manga cv. Tommy Atkins.  
2.3. Análise estatística – Os dados foram submetidos à análise de variância e as médias, 
quando significativas (p <0,05), foram comparadas utilizando-se teste de Tukey a 95% de 
probabilidade. Utilizou-se o programa estatístico SAS (Statistical Analysis System –
 SAS Institute Inc., North Carolina, USA). 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
A concentração final de células no pool cultivado foi de aproximadamente 
10
8
UFC/mL. 
O método do Fragmento do Fruto recuperou melhor as células microbianas inoculadas 
na manga, como observado na Tabela 1. Essa diferença foi estatisticamente significativa a 
95% de confiança sendo, portanto, o método escolhido para prosseguimento das análises. Em 
estudos utilizando melão Beuchat; Scouten (2004) obtiveram boa recuperação utilizando o 
Fragmento do Fruto na determinação de Salmonella entérica sorotipo Poona. 
Tabela 1. Comparação entre métodos Fragmento do Fruto e Swab para recuperação de 
Salmonella em manga.  
Método Inóculo* Recuperação*  
Fragmento do Fruto 
7,92 
5,42±0,17
a
 
Swab 4,92±0,13
b
 
*Logaritmo (UFC/mL) 
Média e desvio padrão de cinco repetições 
A detecção de micro-organismos patogênicos é um aspecto importante no controle da 
segurança dos alimentos. Um método ideal deve detectar micro-organismos normais e 
injuriados (WU, FUNG, 2006). Uma célula injuriada é definida como aquela que sobreviveu a 
um estresse, porém, perdeu algumas de suas qualidades distintivas. Este estresse normalmente 
é atribuído à manipulação e aos processos que o alimento é submetido, tais como frio, calor, 
uso de substâncias conservadoras, sanitizantes, irradiação, micro-ondas, entre outros (JAY et 
al., 2005). 
Na comparação entre os métodos de Semeadura em Superfície e o de Duas Camadas 
de Ágar, notou-se que este último apresentou melhor resultado. A diferença foi 
estatisticamente significativa a 95% de confiança (Tabela 2), possivelmente indicando que as 
células de Salmonella estavam injuriadas e que a presença de um meio de cultura não seletivo 
auxiliou no revigoramento destas.  
É de conhecimento que meios de cultura seletivos possuem o potencial de diferenciar 
os micro-organismos alvo, porém estes podem não permitir o crescimento de células 
injuriadas. Salienta-se a publicação de vários estudos que objetivam mitigar a presença de 
células injuriadas, melhorando, desta maneira, as técnicas de recuperação de micro-
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organismos (HARTMAN et al. 1975; RAY 1993; CLAVERO, BEUCHAT, 1995; KANG, 
SIRAGUSA, 1999; WU, FUNG, 2001).  
Tabela 2. Comparação entre métodos de Semeadura em Superfície (SS) e Duas Camadas de 
Agar (DCA) para recuperação de Salmonella em manga. 
Método Inóculo*  Recuperação* 
Semeadura em Superfície 
7,24 
5,79±0,26
b
 
Duas Camadas de Agar 6,28±0,21
a
 
*Logaritmo (UFC/mL) 
Média e desvio padrão de cinco repetições 
 
Após a escolha do melhor método de semeadura, avaliou-se qual meio de cultura 
apresentava melhor recuperação da Salmonella na manga.  
Os meios de cultura utilizados no presente estudo, XLD e MLCB, são recomendados 
pelo Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento (Brasil, 2003) para pesquisar 
Salmonella. O meio MLCB apresentou os melhores resultados (Tabela 3), em relação ao meio 
XLD, essa diferença foi significativa estatisticamente a 95% de confiança.  
Tabela 3. Comparação entre meios MLCB e XLD na recuperação de Salmonella em manga. 
*Logaritmo (UFC/mL)  
Média e desvio padrão de cinco repetições 
 
Em estudos comparando os meios Agar verde brilhante e XLD Albuquerque et al. 
(2000) observaram que ambos apresentaram eficiência semelhante na detecção de Salmonella 
em rações para animais. Já Nye et al. (2002), avaliaram o desempenho de ágares, dentre eles 
XLD e MLCB como meio de plaqueamento direto para o isolamento de Salmonella enterica, 
os autores constataram que o meio de cultura MLCB deu a maior taxa de isolamento 
individual (84,8%) e células bacterianas contaminantes não afetaram o reconhecimento de 
Meios Inóculo* Recuperação* 
MLCB 
7,24 
6,28±0,21a 
XLD 5,64±0,12b 
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colônias de Salmonella, os autores ainda concluíram que para Salmonella não-typhi, MLCB é 
o melhor meio de cultivo para plaqueamento direto.  
4. CONCLUSÕES 
Com base nos resultados apresentados, é lícito concluir que o procedimento 
Fragmento do Fruto foi mais eficiente que o método do Swab, que o método que utilizou duas 
camadas de ágar apresentou melhores resultados de contagem que o método utilizando apenas 
meio de cultura seletivo e o meio MLCB demonstrou melhor eficiência que o XLD, indicando 
que essa metodologia, nas condições aqui apresentadas, pode ser eficiente na recuperação de 
Salmonella inoculados em mangas cv. Tommy Atkins, no estádio de maturação 2. 
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 TRATAMENTO HIDROTÉRMICO ASSOCIADO AO ETANOL NO CONTROLE DE 
SALMONELLA SPP. EM  MANGAS CV. TOMMY ATKINS  
 
RESUMO 
 
O consumo de manga (Mangífera indica) vem sendo vinculada a surtos de origem 
alimentar envolvendoSalmonella e estudos indicam que o tratamento hidrotérmico, 
tratamento exigido por alguns países importadores para o controle de moscas-das-
frutas, pode ser fonte de contaminação para essa bactéria patogênica. O objetivo 
desse trabalho foi avaliar os efeitos da adição de etanol no tratamento hidrotérmico 
para o controle de Salmonella spp in vitro e em mangas íntegras. Os testes in 
vitro foram realizados em tubos contendo etanol nas concentrações de 0, 3, 5, 7 e 
9% v/v aos quais foi adicionado um pool de Salmonella na concentração de 
108 UFC/mL e mantidos a 46,1ºC, por 75 minutos, quando os tubos foram resfriados 
em banho a 21ºC/30min. As contagens de Salmonella foram feitas pelo método da 
diluição seriada sobre os meios de cultura XLD. Para os testes com a manga o 
patógeno foi inoculado na superfície das mesmas as quais forma posteriormente 
submetidas ao tratamento em água quente (46,1ºC/75 minutos e resfriamento 
a 21ºC/30minutos) e com etanol em concentrações de 0, 3, 5 e 7% v/v. Neste caso a 
contagem ocorreu em meio dupla camada de ágar sobreposta de TSA e MLCB. O 
tratamento hidrotérmico combinado com 5% e 7% de etanolreduziu 
em aproximadamente 6 ciclos logarítimos da população de Salmonella em mangas, 
porém foi constatado que algumas dessas células sobreviveram na água do banho 
térmico. Concluiu-se que o etanol pode ser uma alternativa viável para controle 
de Salmonella em manga pós-colheita, já que foi possível observar expressivas 
diminuições logarítimicas de suas células. 
 
Termos de indexação: Álcool, controle microbiano, fruta orgânica 
 
 
TREATMENT HYDROTHERMAL ASSOCIATED WITH ETHANOL IN CONTROL 
OF SALMONELLA  SPP. IN MANGOES CV. TOMMY ATKINS 
ABSTRACT 
The consumption of mangoes (Mangifera indica) has been linked to foodborne 
outbreaks involving Salmonella and studies indicate that the hydrothermal treatment, 
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phytosanitary barriers imposed by some importing countries, can be a source of 
contamination for this pathogen. The aim of this study was to evaluate the effects of 
adding ethanol to hydrothermal treatment for Salmonella control spp in vitro and in 
intact mangoes. In vitro tests were carried out in tubes containing ethanol at 
concentrations of 0, 3, 5, 7, and 9% v/v to which was added a pool of Salmonella at 
the concentration of 108 CFU/ml and kept at 46,1ºC for 75 minutes, when tubes were 
cooled in a water bath at 21 °C /30 minutes. Salmonella counting was made by the 
method of serial dilution of the culture medium of XLD. In tests using the fruits, the 
pathogen was inoculated on the surface of mangoes which were subsequently 
subjected to hot water treatment (46,1ºC/75 minutes and cooling at 21°C/30 minutes) 
 at ethanol concentrations of 0, 3, 5 and 7% v/v. Counting was done in two layers 
agar, TSA and MLCB. The hydrothermal treatment combined with 5% and 7% 
ethanol reduced by approximately 6 cycles logarithms of Salmonella populations in 
mangoes, but it was found that some of these cells survived in the water bath heat. It 
was concluded that ethanol can be a viable alternative for Salmonella control in post-
harvest mango, as we observed significant decreases in logarithmic their cells. 
 
Index terms: Alcohol, microbial control, organic fruit 
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INTRODUÇÃO 
O mercado de produtos orgânicos movimenta anualmente no Brasil, em torno 
de meio bilhão de reais, cresce entre 15% e 20% ao ano e é abastecido por cerca de 
90 mil produtores, desse total, aproximadamente 85% são agricultores familiares 
(Folha de São Paulo, 2012). O consumo desses produtos visa atender a exigência 
de consumidores preocupados em adquirir alimentos mais saudáveis, que não 
acarretem prejuízos à saúde. No entanto, as controvérsias sobre as vantagens dos 
orgânicos em relação aos produtos oriundos da agricultura convencional persistem 
devido principalmente à escassez de dados científicos que garantam tais “virtudes”. 
No tocante à contaminação microbiológica, argumenta-se que esses produtos 
frescos são altamente susceptíveis à deterioração microbiana, devido ao uso de 
adubos orgânicos em vez de fertilizantes químicos (Beuchat; Ryu; 1997). De acordo 
com Buainain; Batalha (2007) os alimentos orgânicos são mais susceptíveis a 
contaminação microbiológica do que os convencionais, devido ao uso, em grande 
escala, da adubação orgânica de origem animal. Frequentemente estão presentes 
em fezes de animais, bactérias do grupo de coliformes fecais (como E. coli e 
Salmonella spp) que podem provocar surtos de toxinfecção alimentar quando 
atingem os alimentos. Acrescenta-se ainda que os métodos/produtos permitidos 
para descontaminação de orgânicos são restritos, o que teoricamente aumentaria o 
risco potencial de contaminação desses produtos por patógenos. 
Nesse contexto, a manga (Mangífera indica) está entre os frutos tropicais de 
maior expressão econômica nos mercados brasileiro e internacional (Torres, 2010; 
Dias et al, 2005) e possui volume de exportação crescente no Brasil.Em 2014 as 
exportações de mangas do Brasil para os Estados Unidos somaram mais de US$ 24 
milhões, o equivalente a cerca de 22 milhões de quilos (Brasil, 2015). No entanto, 
este fruto tem sido apontado como veículo de Salmonella spp. em infecções de 
origem alimentar. O primeiro surto documentado de salmonelose por consumo de 
manga in natura ocorreu em 1999 nos Estados Unidos, envolvendo 78 pessoas e 2 
óbitos (Sivapalasingam et al., 2003). Em 2001, outro surto multi-estado ocorreu nos 
Estados Unidos devido ao consumo de mangas infectadas com Salmonella. Em 
ambos os casos, as mangas foram importadas do Brasil e Peru, onde a água 
utilizada para o tratamento hidrotérmico foi responsável pela contaminação dos 
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frutos (Beatty et al. al., 2004). Pois para exportação destas frutas alguns países 
como os Estados Unidos exigem tratamento de imersão em água quente para 
eliminação de larvas de moscas-das-frutas (Bordini et al. al., 2007).  
O uso do etanol pode ser uma alternativa viável para controle de Salmonella  
em manga, visto que, na presença de água, há facilidade na sua penetração no 
interior da célula microbiana, o que faz com que o processo de morte microbiana 
ocorra com uma velocidade maior (Kalil; Costa, 1994). Acrescenta-se ainda que o 
etanol é considerado GRAS (Generally Recognized as Safe), sendo seu uso 
permitido também na comercialização de produtos orgânicos no Brasil e Estados 
Unidos (Brasil, 2009; USDA - National Organic Program , 2001).  
Não há dados na literatura que informem sobre a eficácia da adição de etanol 
no tratamento hidrotérmico visando o controle de Salmonella spp. em manga. O 
emprego de etanol foi estudado por vários autores, porém apenas visando o controle 
de fito patógenos (Karabulut et al., 2004; Chervin et al., 2005; Margosan et al., 1994; 
Margosan et al., 1997; Gutiérrez-Martínez et al., 2012). Portanto, os objetivos da 
presente pesquisa foram: verificar a ocorrência de Salmonella spp. em mangas 
orgânicas e avaliar o efeito da adição de etanol no tratamento hidrotérmico para o 
controle de Salmonella spp em manga cv. Tommy Atkins. 
MATERIAL E MÉTODOS 
Ocorrência de Salmonella spp. em mangas Tommy Atkins de cultivo orgânico: 
Foram coletadas em feiras livres, supermercados e varejões, de Campinas e 
São Paulo, 100 amostras de mangas orgânicas (5 frutos/amostra), durante as safras 
2011/2012 e 2012/2013. Foram realizadas análises individuais para cada unidade, 
analisando-se ao todo, 500 unidades amostrais de mangas (100 x 5 unidades de 
frutos). As determinações para Salmonella spp. foram feitas de acordo com o 
método FDA/BAM (2007). Cada unidade amostral, ao chegar ao laboratório do 
Grupo de Engenharia pós-colheita (GEPC) do Instituto Tecnológico de Alimentos 
(ITAL),  foram colocadas em saco de plástico estéril e adicionou-se água peptonada 
tamponada (BPW), marca oxoid, na proporção de 1,0 vez o peso das mangas, para 
que as mesmas ficassem flutuando no caldo BPW, em seguida foram massageadas 
por 10 minutos, deixadas em repouso durante 60 minutos  à temperatura ambiente e  
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 Incubadas por 24 ± 2 h a 35 °C.  Após este procedimento foram transferidos 1 ml 
dessa mistura para um tubo de ensaio contendo 10 ml de caldo selenito cistina (SC) 
e 1 ml da mistura para um tubo de ensaio contendo 10 ml de caldo tetrationato (TT), 
os tubos foram agitados e incubados a 35 °C por 24 ± 2 h. A partir de cada tubo de 
ensaio foram retiradas alíquotas da mistura, em alças de platina, e estriadas sobre 
placas de petri preparadas no dia anterior, contendo meios de cultura seletivo,  
bismuto sulfito de agar (BS), xilose lisina desoxicolato agar (XLD) e Hektoen entérica 
agar (HE), as placas foram incubadas a 35 °C por 24 ± 2 h. Após esse período, as 
placas foram examinadas para averiguação da presença de colônias suspeitas para 
Salmonella e, a partir de cada agar seletivo, posteriormente foram realizados os 
testes bioquímicos sequenciais para confirmação da presença/ausência de 
Salmonella utilizando o kit API 20E (bioMérieux).  
Efeito do etanol sobre Salmonella spp. 
Preparação do inoculo: Essa metodologia foi fundamentada nos estudos de 
Strawn; Danyluk (2009), com modificações adaptadas pelos autores do presente 
trabalho.  Um pool de Salmonella spp. composto por culturas individuais de 
Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis (isolado de aves de capoeira) e 
Salmonella Brasil (isolado do açaí), doados, respectivamente, pelo Centro 
Tecnológico de Carnes (CTC) do ITAL, Faculdade de Engenharia de Alimentos 
(FEA) da Unicamp e Embrapa Agroindústria de Alimentos (CTAA) foram usados nos 
experimentos. As cepas bacterianas de cada cultura estavam mantidas em 
trypticase soy Agar (TSA), marca Oxoid, Basingstoke, U.K,  inclinado. Uma alçada 
de cada cultura foi transferida para tubos contendo 5 ml de caldo triptona de soja 
(TSB; pH 7,3; Difco Laboratories; Detroit, Michigan; EUA) e  incubados a 37ºC por 
24 horas. Em seguida as cepas bacterianas de cada cultura foram transferidas para 
um Erlenmeyer contendo 100 mL de TSB  e incubados a 37°C durante 24 horas. 
Após este período, 15 mL de cada cultura de Salmonella foram transferidos para um 
tubo de centrífuga, totalizando 45 mL do pool de Salmonella que foi centrifugado a 
5500G (Hettich, Tuttlingen, Alemanha) durante 15 minutos a 21°C. Os sedimentos 
de células foram ressuspendidos em 100 mL de água destilada estéril. A 
concentração final do pool de Salmonella no inóculo foi determinada através de 
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diluições em série, plaqueamento em Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) (Oxoid, 
Basingstoke, U.K) e incubação a 37°C durante 24 h.  
Atividade antimicrobiana in vitro de etanol: Em tubos de ensaio contendo etanol 
nas concentrações de 0, 3, 5, 7 e 9% v/v foram adicionados 1mL do pool de 
Salmonella, que correspondia a concentração de 108 UFC/mL e, após 75 minutos à 
temperatura 46,1ºC, os tubos foram resfriados em banho a 21ºC/30min. Foram 
realizadas cinco repetições por tratamento. As contagens de Salmonella foram feitas 
pelo método da diluição seriada sobre placas de petri contendo o meio XLD em 
duplicata, as placas foram incubadas por mais 24 horas a 37 ºC quando foram 
efetuadas as contagens das colônias (UFC/mL).  
Testes microbiológicos com a manga: Foram utilizadas 20 mangas cv. Tommy 
Atkins (cinco frutas por tratamento) no estádio de maturação 2 (escala proposta por 
Assis, 2004), adquiridas no CEASA de Campinas – SP. Ao chegarem ao laboratório 
de microbiologia do GEPC – ITAL, as mangas foram lavadas com água destilada 
estéril, secaram em cabine de segurança biológica por 30 minutos e efetuou-se a 
inoculação.  Os frutos intactos foram inoculados com 100µL do pool de Salmonella 
na superfície da casca em uma área previamente demarcada de 5cm2 com auxílio 
de uma régua e um lápis. Porterior a inoculação, os frutos continuaram na cabine de 
segurança biológica por duas horas, para secagem do inóculo e, em seguida, as 
mangas foram armazenadas a 7°C por 16 horas (Beuchat; Scouten, 2004). 
Os frutos inoculados foram submetidos ao tratamento hidrotérmico 
convencional exigido pelas autoridades americanas: imersão em água a 46,1ºC/75 
min e depois resfriadas num outro banho de água a 21°C/30 min, sempre utilizando 
água do sistema municipal de abastecimento de Campinas - SP. Os tratamentos 
foram realizados sem etanol (controle) e com 3%, 5% e 7% de etanol (v/v) 
associados ao banho hidrotérmico; após os tratamentos, a superfície dos frutos 
secaram em cabine de segurança biológica e foram submetidos à análise 
microbiológica. 
Análise de Salmonella em manga: utilizou-se a metodologia de Beuchat; Scouten 
(2004) adaptado para manga (capítulo II). A área demarcada previamente na manga 
de 5cm2 e 1 cm de profundidade foi cuidadosamente cortada com o auxilio de bisturi 
de aço inoxidável estéril. O fragmento obtido foi colocado em um saco de stomacher 
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estéril adicionado de 40 ml de água peptonada estéril (0,1% p/v) e levemente 
macerado usando um pequeno martelo. A mistura foi homogeneizada em stomacher 
em velocidade de 40 rpm durante 1 minuto. A partir do líquido homogeneizado foram 
realizadas diluições decimais seriadas e contagem em duplicata. Os tratamentos em 
que não foi detectada Salmonella foram repetidos e as amostras de água do banho 
submetidas ao teste de presença/ausência de Salmonella.  
As diluições seriadas (0,1mL) foram semeadas em duplicata em placas 
contendo 14 mL de TSA estéril solidificado e incubadas em estufa bacteriológica a 
37 ºC por 2 horas para permitir a recuperação das células lesadas. Em seguida o 
meio MLCB (Mannitol Lysine Crystal Violet Brilliant Green) foi sobreposto ao TSA e 
as placas foram incubadas por mais 22 horas a 37 ºC quando foram efetuadas as 
contagens das colônias (UFC/mL). Esta metodologia fundamentou-se na técnica 
proposta por Hartman et al. (1975) e Kang, Fung (2000), adaptada para manga em 
estudo anterior (capítulo II). As análises foram realizados em cabine de segurança 
microbiológica e os meios de cultura utilizados pertenciam à marca Oxoid. 
Basingstoke, U.K. 
Análise estatística 
Os dados foram submetidos à análise de variância e as médias, quando 
significativas (p <0,05), foram comparadas utilizando-se teste de Tukey a 95% de 
probabilidade. Utilizou-se o programa estatístico SAS (Statistical Analysis System –
 SAS Institute Inc., North Carolina, USA). 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Ocorrência de Salmonella spp. em manga 
Não foi detectada a presença de Salmonella spp. em nenhuma das 500 
mangas orgânicas analisadas. Bordini et al. (2007) também estudaram a incidência 
dessa bactéria em manga cv. Tommy Atkins produzidas no Brasil. De 100 amostras 
analisadas, 33 amostras eram destinadas a exportação e 67 amostras destinadas ao 
mercado interno. Constatou-se a presença de Salmonella enterica em duas das 
sessenta e sete amostras destinadas à exportação. Já nos frutos destinados ao 
mercado interno não foi detectada a presença desse patógeno, dados que 
corroboram com os resultados deste estudo. Esses resultados podem ser um 
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indicativo de que mangas destinadas à exportação são mais susceptíveis à 
contaminação por Salmonella que as destinadas ao mercado interno, provavelmente 
em função do maior manuseio ou devido ao fato das mangas exportadas passarem 
pelo tratamento hidrotérmico, tratamento exigido por alguns países importadores que 
visa evitar problemas com mosca-das-frutas (Nascimento et al. 1992).  
Atividade antimicrobiana in vitro de etanol  
A adição de diferentes concentrações de álcool no tratamento hidrotérmico 
provocou diferenças significativas em relação à redução de Salmonella nos 
tratamentos, com exceção de 0% e 3% de etanol, em que não houve diferença 
significativa (Figura 1). 
Os tratamentos com 7,0% e 9,0% de etanol resultaram numa redução de 3,72 
e 8,39 ciclos logaritmos de Salmonella, respectivamente. Isso significa que, partindo-
se hipoteticamente de uma contaminação inicial de 102 UFC/ml, após o tratamento 
hidrotérmico, a população residual seria de aproximadamente, 2x10-2UFC/mL e 
4x10-8UFC/mL, respectivamente para 7,0 e 9,0 % de etanol, como pode ser 
calculado pelas equações 2 ou 3. 
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Onde No e N são as contaminações inicial e final, respectivamente, e γ é o 
número de reduções decimais do tratamento.  
 Assim, para a contaminação inicial de 102UFC/mL, o tratamento hidrotérmico 
com 9% de etanol resultaria numa concentração final de 1 UFC para cada 25 m3 de 
solução. 
 
 
Testes microbiológicos com a manga: A Tabela 1 mostra contagens da 
Salmonella. A ausência de colônias de Salmonella spp foi observada nas amostras 
de manga tratadas com 5 e 7% de etanol (limite de detecção do método <10 UFC / 
fruto). Nas amostras submetidas ao tratamento térmico sem etanol, verificou-se uma 
redução de 3 ciclos log. O etanol associado ao calor demonstrou um aumento na 
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sensibilidade das células microbianas, indicando que este pode ser explorado para 
reduzir os tratamentos térmicos e/ou aumentar a eficácia dos já existentes.  
Os dados obtidos nos ensaios in vitro foram diferentes dos dados obtidos nos 
experimentos com a manga (Figura 1, Tabela 1), apesar de em ambos, o etanol 
associado ao calor exercer influência sobre as células de Salmonella. Porém 
observaram-se menores contagens do micro-organismo nos testes com a manga, 
provavelmente devido ao fato de se trabalhar com um sistema mais complexo, bem 
como pode ter havido associação de compostos da casca do fruto com etanol e 
calor, possivelmente contribuindo para esses resultados.   
Devido ao fato do limite de detecção do método ser <10 UFC/fruto, testes de 
presença/ausência de Salmonella foram realizados, objetivando-se verificar a 
existência de células remanescentes desse patógeno nas mangas tratadas com 5% 
e 7% de etanol (Tabela 2). 
Os resultados dessa última análise indicaram a presença do patógeno na 
água do banho, portanto concluímos que, como o limite de detecção do método de 
duas camadas de Agar (Capítulo II) é <10 UFC/fruto, um número inferior a 10 
UFC/fruto ainda estava viável no fruto após os tratamentos com 5 e 7% de etanol.  
O tratamento hidrotérmico (46,1ºC/75') combinado com 5 e 7% de etanol 
reduziu em aproximadamente 6 ciclos logarítimos da população de Salmonella em 
mangas; Contudo, foi constatado que algumas dessas células sobreviveram na água 
do banho. Concentrações em torno de 107 a 109 células/g de alimentos são 
necessárias para que ocorra salmonelose, porém a ingestão de alimentos 
contaminados com baixas concentrações de células, em torno de 5 a 20 células, 
podem  causar infecção, dependendo da idade e da imunidade do indivíduo (FDA, 
2012; JAY, 2005). 
A combinação de métodos, simultaneamente ou em sequência, tem sido 
utilizada em muitos estudos com finalidade de aumentar as reduções no número de 
Salmonella em alimentos (Beuchat et al., 2005; Bialka; Demirci, 2008). 
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CONCLUSÃO 
Os resultados obtidos indicam possíveis efeitos positivos do etanol associado 
ao calor na redução da carga microbiológica tanto nos testes in vitro como nos 
testes com a manga.  
O uso combinado do tratamento hidrotérmico (46°C por 75 minutos) com 
etanol nas concentrações de 5 e 7% reduziu em aproximadamente 6 ciclos log da 
população de Salmonella spp. em mangas inoculadas, no entanto, algumas células 
bacterianas sobreviveram no fruto e na água do banho.  
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TABELAS 
 
Tabela 1. População de Salmonella spp. em mangas cv. Tommy Atkins inoculadas, 
antes e após o tratamento térmico a 46,1ºC/75 minutos com diferentes 
concentrações de etanol  
*Logaritmo (UFC/mL);  
**ND = Não detectado; Limite de detecção do método <10 UFC/fruta.  
 Média e desvio padrão de 5 repetições. 
 
Tabela 2. Presença de Salmonella spp. em amostras de água coletadas do banho 
hidrotérmico após os tratamentos das mangas inoculadas 
 *Limite de detecção do método < 10 UFC/mL 
  Média e desvio padrão de 5 repetições. 
 
 
População (log UFC . fruit-1) 
Tratamentos Antes dos Tratamentos* Após os Tratamentos* Redução* 
Controle 
6,28±0,24 
3,01± 0,25 3,27 
3% 1,28± 0,86 5,00 
5% ND** 6,28 
7% ND** 6,28 
Tratamentos População (log UFC . mL -1)* Presença /Ausência* 
Controle 0,18 ± 0,24 Presente 
3% 0 Presente 
5% 0 Presente 
7% 0 Presente 
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FIGURAS 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tratamentos com letras iguais não diferiram significativamente pelo teste de Tukey a 5%. 
Média e desvio padrão de 5 repetições. 
 
Figura 1. Reduções de Salmonella (in vitro) obtidas após o tratamento térmico a 
46ºC/75 minutos com diferentes concentrações de etanol.  
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Efeito do etanol associado ao tratamento hidrotérmico na qualidade de manga cv. 
Tommy Atkins 
Resumo: Doenças veiculadas por alimentos tem sido relatadas em vários países do mundo. A 
manga (Mangifera indica) é uma das frutas envolvidas nesses surtos, onde pesquisas 
revelaram que mangas contaminadas com Salmonella eram provenientes do Brasil, sendo uma 
das fontes de contaminação o tratamento hidrotérmico, que visa eliminação de moscas-das-
frutas. O presente trabalho objetivou avaliar o efeito do tratamento hidrotérmico associado ao 
etanol sobre a qualidade de manga. Os experimentos foram conduzidos em forma de um 
delineamento inteiramente casualizado. Foram realizados dois testes, em ambos utilizaram-se 
mangas cv. Tommy Atkins no estádio de maturação 2. No primeiro utilizaram-se 60 mangas, 
o tratamento térmico consistiu na imersão dos frutos em um banho a 46,1°C/75minutos com 
concentrações de etanol 0, 5, 10 e 20 % v/v, os frutos foram resfriados em banho (21,1°C/30 
minutos) e armazenados (25°C/75%UR/7 dias). No segundo experimento foram utilizadas 
420 mangas, os frutos foram submetidos ao banho térmico descrito anteriormente, porém 
utilizaram-se concentraçães de etanol 0, 3, 5 e 7% v/v e o armazenamento ocorreu a 
25°C/75%UR/8 dias 10ºC/90%UR/20 dias. Foram realizadas análises físico-químicas (pH, 
sólidos solúveis, acidez e firmeza), fitopatológicas e porcentagem de podridão das mangas. Os 
frutos tratados com mais de 10% de etanol e armazenamento a 25°C, ou aqueles tratados a 
concentrações de etanol inferiores a 7% e armazenados a 10ºC não apresentaram boa a 
aparência externa, sendo este dano proporcional ao aumento da concentração 
alcoólica. Concluiu-se que etanol nas concentrações 3, 5 e 7% v/v associado ao banho térmico 
não afetou os parâmetros de qualidade das mangas durante o armazenamento a 25ºC/75%UR.  
 
Palavras chave: Mangífera índica, álcool, pós-colheita 
 
Ethanol effect associated with hydrothermal treatment on quality mango cv. Tommy 
Atkins 
Abstract: Diseases transmitted by food have been reported in several countries. The mango 
(Mangifera indica) is one of the fruits involved in these outbreaks where research revealed 
that mangoes contaminated with Salmonella  were from Brazil. One of the sources of 
contamination was the hydrothermal treatment aimed to the elimination of the fruit flies. This 
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study aimed to evaluate the effect of hydrothermal treatment associated with ethanol on the 
quality of Tommy Atkins mangoes at maturation stage 2. The experiments were carried out at 
in a completely randomized design. In the first assay 60 mangoes were used, and the thermal 
treatment consisted of immersion of the fruits in a bath at 46.1 °C/75minutos with ethanol 
concentrations of 0, 5, 10 and 20% v/v, when the fruits were cooled in a water bath (21.1 
°C/30 minutes) and stored (25 °C/75% RH/7 days). The second experiment used 420 mangoes 
and the fruits were subjected to thermal bath described above, but the ethanol concentration 
was 0, 3, 5 and 7% v/v and storage occurred at 25 °C/75% RH/8 days followed by 10 °C/90% 
RH/20 days. Physicochemical analysis (pH, soluble solids, acidity and firmness), 
phytopathological and percentage of rot mangos were performed. The fruits treated with 10% 
ethanol and storage at 25 ° C, or those treated at ethanol concentrations less than 7% and 
stored at 10 ° C did not present good external appearance, which was proportional to alcohol 
concentration. It was concluded that ethanol concentrations at 3, 5, and 7% v/v associated 
with the thermal bath did not affect the quality of mangos during storage at 25/75% RH 
Key words: Mangifera indica, alcohol, Postharvest 
 
INTRODUÇÃO 
A manga (Mangifera indica), importante fruta tropical, com volume de exportação 
crescente no Brasil, é considerada um fruto de excelentes características sensoriais,. De 
acordo com o Anuário Brasileiro de Fruticultura (2014), em 2013 foram exportados 122 mil 
toneladas de manga e em 2012, as exportações alcançaram valores da ordem de US$ 
137.588.916. 
No entanto, esta fruta foi veículo de Salmonella, envolvendo-se em surtos de origem 
alimentar (Sivapalasingam et. al., 2003). De acordo com este estudo, as mangas foram 
importadas do Brasil, onde a água utilizada após o tratamento hidrotérmico foi a responsável 
pela contaminação das frutas (Beatty et. al., 2004), uma vez que, para exportação, essas frutas 
precisam passar por tratamento de imersão em água quente para eliminação de mosca-das-
frutas (Bordini et. al., 2007).   
Existem indícios de que o etanol possui uma potente atividade antimicrobiana, 
incluindo efeitos positivos no controle de doenças pós-colheita em diversas culturas (Pesis, 
2005). 
44 
 
 
Pesquisas indicam que o etanol pode ser uma alternativa para eliminação de agentes 
fito patogênicos (Karabulut et al., 2004; Chervin et al., 2005; Margosan et al., 1994; 
Margosan et al., 1997; Gutiérrez-Martínez et al., 2012). Estudos realizados por Rezende et al. 
(2009), indicaram que a imersão de caquis inoculadas com Salmonella Enteritidis e E. coli em 
etanol (50%) por 2 minutos e em banho hidrotérmico (50°C/10min) reduziram em média 53% 
da população daqueles micro-organismos.  
Este trabalho objetivou avaliar o efeito do tratamento hidrotérmico associado ao etanol 
sobre a qualidade pós-colheita de manga cv. Tommy Atkins. 
MATERIAL E MÉTODOS 
Avaliação da evaporação do etanol durante o tratamento hidrotérmico 
Com a finalidade de se verificar a perda de etanol durante o tratamento hidrotérmico 
(46,1ºC) de mangas foram realizados experimentos; nestes utilizou-se uma solução com 5L de 
solução contendo 20% de etanol. Foram escolhidos intervalos regulares de 18 minutos, para 
analisar a concentração de etanol na solução que se deu com auxílio de um alcoômetro, as 
medidas foram realizadas até um total de tempo de 90 minutos e o experimento foi repetido 
em triplicata.  
Efeitos da adição de etanol em tratamento hidrotérmico sobre a qualidade das mangas  
Ensaio I – Escala Laboratorial 
Foram utilizadas 60 mangas cv. Tommy Atkins provenientes de Petrolina - Pernambuco no 
estádio de maturação 2 (Assis, 2004),  considerada como referência para a colheita dessa cultivar. Os 
experimentos foram conduzidos no Grupo de Engenharia Pós-colheita (GEPC) do Instituto de 
tecnologia de alimentos (ITAL, Campinas-SP). O tratamento térmico consistiu na imersão dos 
frutos em um banho (capacidade para 12 litros de água) a 46,1°C/75min, sempre utilizando a 
água tratada do sistema municipal de Campinas – SP; A temperatura da água foi medida com 
termômetro de mercúrio graduado, com capacidade de medir temperaturas de até 100 °C. As 
concentrações de etanol utilizadas no banho foram 0, 5, 10 e 20 % v/v. Após o tratamento 
hidrotérmico realizou-se o arrefecimento em outro banho a 21,1°C/30 minutos. Depois dos 
tratamentos os frutos foram secos com toalha de papel e armazenados a 25°C/75%UR/7 dias. 
Avaliaram-se os efeitos do etanol sobre as características físico-químicas da manga, essa 
foram analisadas no dia que foram submetidas aos tratamentos e no sétimo dia de estocagem. 
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Ensaio II – Escala Piloto 
Nesse experimento foram utilizadas 420 mangas cv. Tommy Atkins (10 frutos por 
tratamento)  provenientes de Petrolina - Pernambuco no estádio de maturação 2. Os experimentos 
foram conduzidos no GEPC – ITAL. O tratamento térmico consistiu na imersão dos frutos em 
um banho de escala piloto (capacidade para 250 litros de água) a 46,1°C/75min, a temperatura 
da água foi medida com termômetro de mercúrio graduado, com capacidade de medir temperaturas de 
até 100 °C. As concentrações de etanol utilizadas no banho foram 0%, 3%, 5% e 7% v/v. Após 
tratamento hidrotérmico realizou-se o arrefecimento num outro banho a 21,1°C/30 minutos. 
Avaliaram-se os efeitos do etanol sobre as características físico-químicas da manga. Depois 
dos tratamentos, os frutos foram secos e subdivididos para armazenamento a 25°C/75%UR/8 
dias e a 10°C/90%UR/14 dias com transferência para 25°C/75%UR por um tempo adicional 
de 6 dias. Foram  escolhidas essas condições para simular a maneira que as mangas são 
comercializadas, temperatura ambiente e exportação marítima dos frutos, respectivamente. As 
mangas foram analisadas a cada 2 ou 3 dias.  
Análises físico-químicas 
Foram utilizados 10 frutos por determinação para cada tratamento. Firmeza da polpa, 
determinada pela leitura de dois pontos na região equatorial dos frutos, após a retirada da 
casca, utilizou-se texturômetro TAXT2i, com a ponteira ou probe cilíndrico de aço inoxidável 
de ponta plana de 8mm, com velocidades de pré-teste, teste e pós-teste de 2,0, 0,6, e 2,0 
mm/s, respectivamente, com 4 mm de penetração na polpa, os resultados foram expressos em 
Newton (N); o conteúdo de sólidos solúveis (SS) em um refratômetro portátil Atago (Atago 
Co. Ltd., Tóquio, Japão) com uma escala de 0 a 32 ° Brix, corrigido quando à acidez da polpa 
apresentou valores maiores que 1%. O valor do pH foi obtido pelo método potenciométrico, 
com um medidor de pH Tecnopon, modelo MPA 210/mPA - 210p; acidez titulável (g de 
equivalente ácido cítrico por 100 g
-1
) foi determinada por titulação com NaOH 0,1 N até pH 
8,1 (AOAC, 1997).  
Análises Fitopatológicas 
A identificação dos principais fungos causadores de podridões pós-colheita também 
foi avaliada observando-se a presença de sintomas. Frutos podres foram desinfectados e 
fragmentos pequenos de tecido danificado foram transferidos para placas de Petri contendo 
Batata dextrose ágar (BDA) (Difco Laboratories, Detroit, Michigan, EUA), com 
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oxitetraciclina (50μg ml-1) incubadas em uma câmara por oito dias a 25 ºC, com alternância de 
luminosidade de 12 h (Ponzo, 2014). 
Presença de podridão e pontos pretos profundos 
Os resultados foram expressos em porcentagem (%), de acordo com a presença das 
respectivas características nas mangas armazenadas a 10ºC que foram submetidas às 
concentrações de 3, 5 e 7% de etanol. 
Análise estatística 
Os dados foram submetidos à análise de variância e as médias comparadas pelo teste 
Tukey em delineamento inteiramente casualizado. A discussão dos resultados foi efetuada a 
5% de significância. Utilizou-se o software SAS (Statistical Analysis System – SAS Institute 
Inc., North Carolina, USA). 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Em relação à evaporação do etanol no banho hidrotérmico, houve, em média, uma 
redução de 0,02% de etanol por minuto, partindo-se de uma concentração inicial de 20%, até 
90 minutos de aquecimento. Estes dados devem ser levados em conta no tratamento das 
mangas, pois a evaporação do álcool pode descaracterizar o tratamento. A Tabela 1 apresenta 
esses resultados, sendo que a regressão linear dos dados tabulados pode ser descrita pela 
equação 1:  9690,19*0204,0  tA   r2 = 0,9609    (1) 
Onde A é a concentração de álcool (% v/v) e t é o tempo em minutos. 
Tabela 1 - Concentração de etanol no banho hidrotérmico a 46,1ºC após 0, 18, 36, 54, 72 e 90 
minutos. 
              Tempo (min) Concentração de etanol (%) 
0  20,00   
18  19,73±0,15   
36  19,03±0,23   
54  18,9±0,26   
72  18,37±0,25   
90  18,27±0,15   
          *Resultados obtidos pela média e desvio padrão dos três testes. 
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Qualidade das mangas submetidas ao tratamento hidrotérmico associado ao etanol  
Ensaio I – Escala Laboratorial 
Os resultados das análses físico-químicas das mangas utilizadas nos experimentos 
estão apresentados na Tabela 2. Os valores médios encontrados nesse estudo estão superiores 
dos detectados por Souza (2002) e Cocozza (2004) em estudos com a manga cv. Tommy 
Atkins no estádio de maturação 2, essa diferença pode ser compreensível, pois a composição 
centesimal de uma fruta é função de diversos fatores, tais como: época do ano, técnica de 
irrigação utilizada para o plantio, região da qual a fruta é oriunda, dentre outros. 
Após 7 dias da aplicação dos tratamentos (0, 5, 10 e 20 % v/v de etanol) foi observado 
que as mangas tratadas com álcool (Tabela 2) apresentaram mudanças significativas para os 
parâmetros pH, acidez titulável e firmeza. 
No sétimo dia de armazenamento a 25
º
C/75%UR as mangas amadureceram conforme 
sua fisiologia natural. Porém, foi verificado que os frutos tratados sem etanol amadureceram 
mais lentamente. 
Os menores valores de pH foram observados no grupo controle (0% de etanol).  A 
acidez titulável foi significativamente menor (p<0,05) para os tratamentos com adição de 
etanol (5%, 10%, 20%). Chitarra; Chitarra (2005) relataram que a acidez decresce com o 
amadurecimento do fruto em decorrência da redução do processo respiratório, com 
consequente aumento do pH. À medida que o fruto amadurece concomitantemente o valor da 
acidez é reduzido e o teor de sólidos solúveis aumentado, devido ao consumo dos ácidos 
orgânicos durante o processo de amadurecimento pelo processo respiratório.  
Foi constatado maior Brix e menor acidez nos tratamentos com maiores concentrações 
de álcool, o que fica evidente na comparação do ratio das amostras, que aumenta com a 
concentração de álcool. Esta pode indicar que o álcool provocou aumento na taxa respiratória 
e, consequentemente, no conteúdo de açúcares. Esse parâmetro (ratio) normalmente é 
calculado com o objetivo de ter uma estimativa de açúcares e ácidos presentes nos frutos, 
embora a medição dos sólidos solúveis através de refratômetro incluir, além dos açúcares, 
pectinas, sais e ácidos (Lima, 1997).  
Os frutos do tratamento controle apresentaram maior firmeza, e essa diferença foi 
estatisticamente significativa, indicando novamente que a presença do etanol pode ter 
acelerado o metabolismo dos frutos. Estas modificações estão correlacionadas à hidrólise dos 
polissacarídeos da parede celular, à degradação enzimática da protopectina e à solubilização 
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de conteúdos celulares e da parede celular (Brinson et al., 1988). A redução da firmeza ocorre 
durante a maturação da manga, sendo importante do ponto de vista econômico, pois afeta a 
qualidade e resistência ao transporte.  
Não foram observados danos na superfície externa das mangas até o sétimo dia de 
armazenamento, após o tratamento com 5%. Contudo nas frutas tratadas com 20% de etanol 
alterações, já no segundo dia de armazenamento, foram observadas manchas escuras e 
depressão na sua superfície. De forma menos acentuada, nos frutos tratados com 10% de 
etanol também foram observadas pequenas manchas a partir do segundo dia (Figura 1). 
Tabela 2 - Valores médios e desvio padrão das análises físico-químicas realizadas na manga 
Tommy Atkins no início dos experimentos  e após 7 dias de armazenamento a 25
º
C/75%UR 
submetidas ao tratamento hidrotérmico (46,1ºC/75 min) com diferentes concentrações de 
etanol 
Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste Tukey a 5% 
Média de 10 repetições 
 Esses resultados indicaram uma limitação fisiologica do uso do etanol no controle 
microbiológicos das mangas. Desta forma, realizaram-se testes com concentrações inferiores 
a 10% de etanol para averiguar a influência dessas concentrações na qualidade dos frutos.  
 
 
 
  pH 
Sólidos Solúveis Totais 
(ºBrix) 
Acidez Titulável  
(%) 
 
Ratio 
Firmeza (N) 
 Experimentos 
(dia 0) 
3,47± 0,22 11,46± 0,59 1,03± 0,13 
 
 
11,1 93,32± 3,78 
Controle 5,0±0,11
c
 14,8±0,91
b
 0,17±0,03
a
 
87,1 
21,4±9,57
a
 
5% 5,3±0,12
bc
 15,1±1,20
ab
 0,12±0,01
b
 
125,8 
10,5±2,08
 b
 
10% 5,4±0,38
ab
 15,4±0,64
ab
 0,11±0,03
b
 
140,0 
9,8±1,19
b
 
20% 5,6±0,12
a
 16,01±0,56
a
 0,11±0,02
b
 
145,5 
8,9±2,01
b
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Figura 1-  Mangas Tommy Atkins submetidas ao tratamento hidrotérmico (46,1ºC) com  etanol 20% 
(A), 10% (B) e 5% (C), após dois dias de armazenamento a 25
º
C/75%UR. 
Ensaio II – Escala Piloto 
De acordo com a Tabela 3 observa-se que houve aumento do teor de sólidos solúveis 
ao longo do armazenamento. De maneira geral, durante o amadurecimento, uma das 
transformações mais importantes é a conversão do amido em açúcares mais simples devido à 
hidrólise enzimática, que tornam os frutos mais doces com o amadurecimento (Chitarra; 
Chitarra, 2005).  
No armazenamento dos frutos a 10°C não houve diferenças estatísticas significativas 
entre os tratamentos, durante o período de armazenamento.  
O conteúdo de ácidos orgânicos diminuiu com o tempo de armazenamento (Tabelas 3 
e 4), isto é notável na maioria dos frutos tropicais, devido à utilização desses ácidos no ciclo 
de Krebs como fonte de energia durante o processo respiratório e até como fonte de carbono 
para a síntese de açúcares (Chitarra; Chitarra, 2005; Bernardes-Silva, 2003). 
A 
B 
C 
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Tabela 3 – Valores médios e desvio padrão das análises físico-químicas realizadas na manga 
Tommy Atkins durante os dias de armazenamento a 25
º
C/75%UR submetidas ao tratamento 
hidrotérmico (46,1ºC/75 min) com diferentes concentrações de etanol 
Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste Tukey a 5% 
Media de 10 repetições 
Segundo Manica et al. (2001), mangas verdes, fisiologicamente desenvolvidas, contém 
os ácidos cítrico e málico em maior quantidade e a acidez aumenta no sentido do exocarpo 
(casca) para o endocarpo (caroço). A acidez total, que no caso da manga, é normalmente 
expressa em ácido cítrico, pode variar entre 0,17 a 3,66% quando os frutos estão verdes e 
entre 0,11 a 0,56, quando os mesmos estão maduros, há, portanto, diminuição da acidez com a 
maturação. 
Armazenamento a 25ºC/75% UR 
 Parâmetros Etanol 0 Dia 3 Dias 6 Dias 8 Dias 
Sólidos Solúveis (ºBRIX) 
0% 8,53± 0,77 11,05±0,59c 12,36±0,64 c 13,93±0,84 a 
3% 8,53± 0,77 11,33±0,64 bc 14,73±0,31 a 13,85±0,82 a 
5% 8,53± 0,77 11,97±0,52 ab 13,45±0,55b 14,37±0,67 a 
7% 8,53± 0,77 12,18±0,21 a 12,7±0,52bc 12,48±0,72 b 
 
Etanol 0 Dia 3 Dias 6 Dias 8 Dias 
Acidez (%) 
0% 1,08±0,12  0,95±0,15 a 0,22±0,01 b 0,15±0,02 a 
3% 1,08±0,12  0,91±0,12 a 0,34±0,09 a 0,10±0,02 c 
5% 1,08±0,12  1,01±0,13 a 0,28±0,08 ab 0,11±0,01 bc 
7% 1,08±0,12  0,91±0,07 a 0,27±0,06 ab 0,13±0,01 ab 
 
Etanol 0 Dia 3 Dias 6 Dias 8 Dias 
Ratio 0% 7,9 11,6 56,2 92,9 
 
3% 7,9 12,5 43,3 138,5 
 
5% 7,9 11,9 48,0 130,6 
 
7% 7,9 13,4 47,0 96,0 
 
Etanol 0 Dia 3 Dias 6 Dias 8 Dias 
pH 0% 3,70±0,05 3,69±0,11 a 4,69±0,09 a 4,93±0,11 b 
 
3% 3,70±0,05 3,73±0,05 a 4,46±0,17 a 5,17±0,08 a 
 
5% 3,70±0,05 3,69±0,07 a 4,50±0,16 a 5,06±0,08 ab 
 
7% 3,70±0,05 3,68±0,03 a 4,65±0,10 a 5,06±0,16 ab 
 
Etanol 0 Dia 3 Dias 6 Dias 8 Dias 
Firmeza (N) 0% 120,73±28,94  149,62±35,64a 6,66±1,62 a 6,17±2,24 a 
 
3% 120,73±28,94  143,12±39,11a 5,61±1,71 a 3,60±0,39 b 
 
5% 120,73±28,94  60,20±28 b 5,61±1,62 a 4,46±1,87 ab 
  7% 120,73±28,94  34,74±11,43 b 5,28±1,21 a 3,62±3,18 b 
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Tabela 4 – Valores médios e desvio padrão das análises físico-químicas realizadas na manga 
Tommy Atkins durante os dias de armazenamento a 10ºC/90%UR + 25
º
C/75%UR submetidas 
ao tratamento hidrotérmico (46,1ºC/75 min) com diferentes concentrações de etanol 
Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste Tukey a 5% 
Media de 10 repetições 
Os valores de ratio indicam claramente o aumento na proporção de açúcares em 
relação a ácidos com o tempo de armazenamento e com a concentração de álcool, 
principalmente no oitavo dia de armazenamento. Para a concentração de 7%, no oitavo dia 
esperava-se um valor maior de ratio, porém, isso não aconteceu, provavelmente devido a 
problemas com a amostragem, dificultada pelo apodrecimento dos frutos.  
Nos frutos armazenados a 10°C, observou-se que após 20 dias de armazenamento não 
houve diferença estatística significativa entre os tratamentos. Devido ao decréscimo na acidez, 
houve, consequentemente, aumento do pH e do ratio à medida que o tempo de 
armazenamento aumentou (Tabela 4). A manga é considerada um fruto de baixa acidez na 
Parâmetros  Etanol 0 Dia 7 Dias 14 Dias 17 Dias 20 Dias 
Sólidos 
Solúveis 
(ºBrix) 
0% 8,53±0,77 10,50±0,39 a 12,40±0,32 a 13,00±0,56 a 13,37±0,45 a 
3% 8,53±0,77 10,31±0,41 a 11,87±0,26 a 13,48±0,85 a 13,05±0,62 a 
5% 8,53±0,77 10,17±0,80 a 12,07±0,85 a 13,30±0,28 a 13,72±0,32 a 
7% 8,53±0,77 10,57±0,49 a 12,60±0,48 a 13,25±0,55 a 13,35±0,31 a 
  Etanol 0 Dia 7 Dias 14 Dias 17 Dias 20 Dias 
Acidez 
(%) 
0% 1,08±0,12 1,16±0,16 a 0,89±0,12 ab 0,45±0,06 a 0,13±0,01 a 
3% 1,08±0,12 1,05±0,07 ab 0,79±0,07 b 0,40±0,11 ab 0,15±0,01 a 
5% 1,08±0,12 0,96±0,14 b 0,98±0,14 a 0,34±0,02 b 0,09±0,06 a 
7% 1,08±0,12 1,04±0,08 ab 0,95±0,17 ab 0,42±0,05 ab 0,10±0,07 a 
  Etanol 0 Dia 7 Dias 14 Dias 17 Dias 20 Dias 
Ratio 
0% 7,9 9,1 13,9 28,9 102,8 
3% 7,9 9,8 15,0 33,7 87,0 
5% 7,9 10,6 12,3 39,1 152,4 
7% 7,9 10,2 13,3 31,5 133,5 
  Etanol 0 Dia 7 Dias 14 Dias 17 Dias 20 Dias 
pH 
0% 3,70±0,05  3,60±0,06 a 3,60±0,06 ab 4,13±0,12 a 4,96±0,18 a 
3% 3,70±0,05  3,66±0,07 a 3,63±0,08 a 4,24±0,18 a 5,04±0,09 a 
5% 3,70±0,05  3,68±0,10 a 3,59±0,08 b 4,21±0,21 a 5,06±0,13 a 
7% 3,70±0,05  3,66±0,06 a 3,67±0,12 ab 4,09±0,19 a 5,01±0,15 a 
  Etanol 0 Dia 7 Dias 14 Dias 17 Dias 20 Dias 
Firmeza 
(N) 
0% 120,73±28,94  87,22±9,92 a 48,38±7,83 a 8,66±1,67 a 7,66±2,39 a  
3% 120,73±28,94  71,66±22,29 a 48,55±8,57 a 6,82±0,60 ab 4,65±0,18 b 
5% 120,73±28,94  64,14±20,68 a 57,01±16,78 a 5,18±0,80 b 4,37±0,19b 
7% 120,73±28,94  47,20±19,43 a 41,34±10,76 a 6,61±1,40 ab 5,81±0,53 ab 
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maioria das cultivares, apresentando um pH abaixo de 6.  Lucena et al. (2006) encontraram 
valores cv. Tommy Atkins variando entre 3,5 a 3,7, já Manica et al. (2001), encontraram 
valores que chegaram até 4,6. Os valores encontrados neste estudo foram levemente 
superiores ao encontrados pelos autores citados, considerando os frutos maduros. 
Houve decréscimo na firmeza dos frutos com o decorrer do tempo de armazenamento 
em ambas as temperaturas (Tabelas 3 e 4). A textura dos frutos caracterizada pela firmeza, 
fibrosidade, resistência, elasticidade e outros (Chitarra; Chitarra, 2005) também varia, durante 
principais componentes químicos dos tecidos, responsáveis por mudanças na textura dos 
frutos e hortaliças. 
As variações da firmeza podem ocorrer conforme a temperatura de armazenamento, 
uma vez que ocorrem devido à ação de enzimas (Bassinello et al., 1999), cuja atividade é 
acelerada com o aumento da temperatura.  
Nas mangas armazenadas a 10°C, observou-se presença de podridão e pontos pretos 
profundos nos frutos que sofreram tratamento hidrotérmico com etanol (Figura 2 e 3), sendo 
que essa podridão foi proporcional ao aumento da concentração de etanol. 
 
Figura 2 - Porcentagem de mangas podres durante os dias de armazenamento a 10ºC/90%UR 
+ 25
º
C/75%UR submetidas ao tratamento hidrotérmico (46,1ºC/75 min) com diferentes 
concentrações de etanol  
No armazenamento a 25°C não foi observado o apodrecimento das mangas nas 
concentrações de etanol estudadas, nem a presença de pontos pretos profundos. Uma hipótese 
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para esse comportamento (Figura 2 e 3) é que o armazenamento a 10°C tenha deixado a 
manga mais sensível a distúrbios fisiológicos que quando somado aos efeitos do banho 
hidrotérmico com etanol tenha permitido este efeito deletério à fruta, já que os frutos do 
controle (0% de etanol) apresentaram menor incidência de podridão (14% dos frutos) quando 
comparados com os demais tratamentos. 
Na Figura 5, observam-se manchas pequenas pretas na lenticela. No procedimento 
para verificação do responsável por essa característica, não houve crescimento de nenhum 
micro-organismo em placas de BDA+oxitetraciclina. Porém nas mangas que apresentaram 
podridão constatou-se o crescimento dos fungos Lasidioplodia sp e Colletrotichum spp.  
 
Figura 4 – Quantidade de mangas com pontos pretos profundos que foram submetidas ao 
armazenadas a 10ºC/90%UR + 25
º
C/75%UR e ao tratamento hidrotérmico (46,1ºC/75 min) 
com diferentes concentrações de etanol 
Em relação à aparência externa dos frutos, observou-se que aqueles tratados com 
etanol e submetidos ao armazenamento refrigerado, apresentaram escurecimento da casca, 
comprometendo assim sua comercialização. 
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Figura 5-  Mangas submetidas ao tratamento hidrotérmico (46,1ºC/75 min) com 7% de etanol 
após 17 dias de armazenamento a 10ºC/90%UR + 25
º
C/75%UR. 
CONCLUSÕES 
As mangas tratadas com etanol amadureceram mais rapidamente que as mangas do 
tratamento controle. Apesar desse resultado não ser inicialmente desejado, observou-se uma 
forma simples de se acelerar o amadurecimento dos frutos, concomitante, possivelmente, à 
redução de sua contaminação superficial.  
Foram constatadas alterações na aparência dos frutos tratados com 20% de etanol, já 
no segundo dia de armazenamento, porém, tratamentos com dosagens inferiores a 10% não 
causaram danos aos frutos, quando esses foram armazenados a 25
º
C/75%UR.  
Observou-se, nos testes de armazenamento a 10°C/90%UR, maior índice de podridão 
e pontos pretos profundos nas mangas que sofreram tratamento hidrotérmico com etanol. 
Esses efeitos foram proporcionais ao aumento da concentração de etanol. A adição do etanol 
pode ter provocado uma ativação dos fatores de patogenicidade, fato que provocou a podridão 
dos frutos nestas condições.  
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EFEITO DO TRATAMENTO HIDROTÉRMICO ASSOCIADO A 1% DE ETANOL NA 
QUALIDADE DE MANGA TOMMY ATKINS ESTOCADA SOB REFRIGERAÇÃO 
 
RESUMO: A manga é uma fruta de grande importância nas exportações brasileiras, porém alguns 
países importadores exigem que as mesmas recebam um tratamento hidrotérmico para o controle de 
moscas-das-frutas. Alternativas do uso do etanol no controle de micro-organismos e fitopatógenos em 
vegetais têm sido estudadas. Este trabalho avaliou a influência do tratamento hidrotérmico e sua 
associação com 1% de etanol na qualidade de mangas cv. Tommy Atkins armazenadas a 
10ºC/90%UR. Foram realizados experimentos com 200 frutos em estádio de maturação 2, 
comparando-se o tratamento controle (mangas lavadas, secas e armazenadas), o tratamento 
hidrotérmico sem etanol e o tratamento combinando o banho hidrotérmico com 1% de etanol. 
Concluiu-se que os parâmetros de qualidade das mangas não foram afetados pelo banho hidrotérmico 
nem pela adição de etanol. O etanol associado ao banho térmico pode ser uma ferramenta no controle 
de patógenos em mangas, sem afetar a qualidade durante o armazenamento refrigerado nas condições 
desse estudo.  
PALAVRAS–CHAVE: Mangífera índica, álcool, pós-colheita. 
EFFECT OF HYDROTHERMAL TREATMENT ASSOCIATED WITH 1% ETHANOL IN 
QUALITY MANGO TOMMY ATKINS STORED UNDER REFRIGERATION 
 
ABSTRACT:  Mango is a fruit of great importance in Brazilian exports; however, as 
phytosanitary limitation some importing countries require that mango receives hydrothermal 
treatment for the control of the fruit fly. The alternative use of ethanol in the control of 
microorganisms and pathogens in plants has also been studied. This study evaluated the effect 
of hydrothermal treatment and its association with 1% ethanol on the quality of mango cv. 
Tommy Atkins stored at 10°C/90% RH. Experiments were performed with 200 fruit in 
maturation stage 2, comparing the control treatment (mango washed, dried, and stored), the 
hydrothermal treatment without ethanol and combining the hydrothermal treatment with 1% 
ethanol. It was concluded that the mango quality parameters were not affected by 
hydrothermal bath or addition of ethanol. Ethanol associated with the hydrothermal treatment 
can be a practice to control pathogens in mango, without affecting the quality during storage. 
KEY WORDS: Mangífera índica, alcohol, post-harvest. 
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INTRODUÇÃO 
O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de frutas, com uma colheita que excede 40 
milhões de toneladas anuais (ANUÁRIO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2014). Estudos 
realizados por Santos et al. (2013) indicam que a manga está entre as principais frutas de exportação 
no país, em 2013, esta cadeia produtiva comemorou o recorde de receita nos negócios com o exterior: 
US$ 147,5 milhões, sendo que em volume, foram embarcadas 122 mil toneladas da fruta. De acordo 
com Lopes et al. (2008), as exigências de países importadores de frutos in natura têm sido crescentes 
em relação à qualidade do produto, especialmente quanto à presença de resíduos de agrotóxicos.  
Frutas que são destinadas ao mercado externo devem passar através de tratamentos pós-
colheita que variam de acordo com as exigências do país importador. O uso do tratamento 
hidrotérmico tem sido exigido para evitar problemas com mosca-das-frutas, porém, sua boa eficiência 
no controle de fungos e a proibição do uso de fungicidas na pós-colheita pelo Food and Drug 
Administration, em 1986 (USDA-APHIS, 2002), fez com que ele fosse estabelecido como método 
quarentenário para mangas exportadas para a Europa, Estados Unidos e Japão. Ainda existe pouca 
ciência sobre os efeitos bioquímicos e microbiológicos que este tratamento pode causar aos frutos. 
Este estudo associou etanol ao banho térmico, pois existem indícios que o etanol possui uma potente 
atividade antimicrobiana, incluindo efeitos positivos do etanol no controle de doenças pós-colheita em 
diversas culturas (PESIS, 2005). 
Trabalhos realizados por Karabulut et al. (2004) com uvas naturalmente infectadas com 
esporos de Botrytis cinérea constataram que a imersão dos frutos por 30 segundos em 30% de etanol a 
24 °C, reduziu em 50 % a incidência de doenças, após 35 dias de armazenamento a 1 °C, observando-
se ainda que a combinação do banho térmico a 50°C/3 min com 10% de etanol reduziu de forma 
significativa a incidência do fungo em uvas artificialmente inoculadas. Lichter et al. (2002) também ao 
estudarem uvas, relataram que a imersão de seus cachos em 33, 40 ou 50 % de etanol por 30 minutos, 
resultou na redução de doenças pós-colheita, mostrando-se tão ou mais efetivo que o dióxido de 
enxofre (SO2), além de não prejudicar a aparência dos frutos.  
Para patógenos veiculados por frutas, estudos realizados por Rezende et al (2009) indicaram 
que a imersão de caquis inoculadas com Salmonella Enteritidis e. coli em etanol por 2 minutos e em 
banho hidrotérmico (50°C/10min) reduziram em média 53% da população daqueles micro-
organismos.  
O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito do tratamento hidrotérmico e do tratamento 
hidrotérmico associado a 1% de etanol na qualidade pós-colheita de mangas cv. Tommy Atkins. 
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MATERIAL E MÉTODOS 
Foram utilizadas 200 mangas cv. Tommy Atkins provenientes de Petrolina, Pernambuco no 
estádio de maturação 2 (Assis, 2004), considerada como referência para a colheita dessa cultivar. 
Foram realizados os seguintes tratamentos: Controle absoluto (manga apenas lavada, seca e 
armazenada - T1), controle (manga submetida ao banho hidrotérmico sem etanol - T2) e banho 
hidrotérmico com 1% de etanol (T3). 
Os experimentos foram conduzidos no Grupo de Engenharia Pós-colheita (GEPC) do Instituto 
de tecnologia de alimentos (ITAL, Campinas-SP).  O tratamento térmico consistiu na imersão dos 
frutos em um banho de escala semi-piloto (capacidade para 250 litros de água) a 46,1°C/75min. Após 
tratamento hidrotérmico realizou-se o arrefecimento num outro banho a 21,1°C/30 minutos, sempre 
utilizando a água tratada do sistema municipal de Campinas – SP. A temperatura da água foi medida 
com termômetro de mercúrio graduado, com capacidade de medir temperaturas de até 100 °C.  Foram 
analisados os efeitos dos tratamentos sobre as características físico-químicas e sensoriais das mangas 
utilizadas. Depois dos tratamentos os frutos foram secos com papel toalha e armazenados a 10°C/90% 
UR durante 14 dias com transferência para 25°C/75%UR por um tempo adicional de 6 dias. Ao longo 
de todo o armazenamento as mangas foram analisadas a cada 2 ou 3 dias.  
Para as análises físico-químicas foram utilizados 10 frutos por determinação. A firmeza da 
polpa foi determinada pela leitura de dois pontos na região equatorial dos frutos após a retirada da 
casca, através do texturômetro TA-XT2i (Stable Microsystems) equipado com um cilindro (ponteira) 
de 35 mm de diâmetro; O conteúdo de sólidos solúveis (SS) em um refratômetro portátil Atago (Atago 
Co. Ltd., Tóquio, Japão) com uma escala de 0 a 32 ° Brix. O valor do pH foi obtido pelo método 
potenciométrico, com um medidor de pH Tecnopon, modelo MPA 210/mPA - 210p. A acidez titulável 
(g de equivalente ácido cítrico por 100 g
-1
) foi determinada por titulação com NaOH 0,1 N até pH 8,1 
(AOAC, 1997). A cor da casca e da polpa de cada fruto, pelo Sistema CIE L*C*H*em um colorímetro 
Minolta modelo CR-300 (Minolta Camera Co, Japão). 
Na análise da aparência dos frutos, utilizou-se o método de comparação múltipla (MORAES, 
1988). Os testes foram aplicados no 7º, 14º, 17º e 19º dias de armazenamento. A avaliação foi 
realizada com 15 observadores não treinados de ambos os sexos. A iluminação foi feita utilizando-se 
luz branca. As mangas foram servidas simultaneamente, em bandejas brancas, codificados com 
números aleatórios de três dígitos. As posições foram casualizadas entre os observadores. Os 
avaliadores receberam uma amostra Controle (fruto submetido ao tratamento hidrotérmico sem etanol) 
e as demais codificadas, sendo uma destas o próprio controle e preencheram uma ficha de avaliação 
sensorial para verificar o efeito do tratamento hidrotérmico com e sem etanol na aparência dos frutos. 
Utilizou-se uma escala que compreendia nove pontos, sendo que 0 (zero) = nenhuma diferença e 9 
(nove) = extremamente diferente. 
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Os dados foram submetidos à análise de variância e as médias comparadas pelo teste de Tukey 
(determinações físico-químicas) e teste de Dunnet (aparência dos frutos) em delineamento 
inteiramente casualizado. A discussão dos resultados foi efetuada a 5% de significância. Utilizou-se o 
software SAS. 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Houve diferença significativa entre os tratamentos no 7° dia, quando se observaram, nesse 
período, maiores valores de sólidos solúveis para o tratamento com 1% de etanol em relação aos 
demais tratamentos, porém, com o passar do tempo essa diferença não foi estatisticamente 
significativa (Tabela 1). Como a manga é um fruto climatérico, esse aumento no teor de sólidos 
solúveis é esperado, pois durante o processo de amadurecimento de frutos climatéricos, pode-se 
verificar várias alterações, como na firmeza da polpa, nos teores de açúcares, na coloração da casca e 
da polpa e na composição e teor de ácidos orgânicos (CHITARRA; CHITARRA, 2005).  
Tabela 1. Comparação dos valores médios dos sólidos solúveis (ºBrix) das mangas armazenadas 10°C 
TRATAMENTOS 
DIAS 
1 7 14 18 20 
º BRIX 
CAbs (T1)* 8.35±0.54 10.82±0.72a 12.35±0.74a 10.87±0.54a 10.53±0.40a 
Controle (T2)**  8.35±0.54 10.98±0.35a 11.8±0.57ab 11.43±0.90a 11.05±0.31a 
Etanol (T3)*** 8.35±0.54 10.03±0.38b 11.2±0.59b 11.73±0.74a 11.00±0.38a 
Letras iguais na mesma Coluna não diferem significativamente entre si a p≤0,05 (Teste de Tukey). 
*CAbs = Controle absoluto (mangas armazenadas a 10ºC) 
**Controle = Tratamento térmico (46ºC/75minutos, resfriadas e armazenadas a 10ºC) 
***Etanol = Tratamento térmico a 46ºC/75minutos com 1% de etanol, resfriadas e armazenadas a 10ºC) 
 
Ocorreu diminuição da acidez das mangas durante o armazenamento (Tabela 2). A acidez no 
20° dia foi menor para o tratamento 1, essa diferença foi estatisticamente significativa e pode indicar 
que as mangas que não sofreram tratamento hidrotérmico apresentavam-se mais maduras que as 
demais. Esse resultado também é coerente, uma vez que os ácidos orgânicos usualmente declinam em 
decorrência de sua utilização como substrato na respiração ou da sua transformação em açúcares. 
Essas transformações têm papel importante nas características de sabor e aroma, uma vez que alguns 
compostos são voláteis (CHITARRA; CHITARRA, 2005; SILVA et al., 2011). Os resultados 
encontrados nesse trabalho podem indicar que as mangas sem tratamento térmico apresentaram-se 
fisiologicamente mais ativas, comportamento este que pode indicar que a atividade respiratória foi 
retardada pelo tratamento hidrotérmico, estando de acordo com os resultados observados com mamões 
por Paull e Chen (1989). 
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Tabela 2. Comparação dos valores médios da acidez total titulável (%) das mangas armazenadas 10°C 
TRATAMENTOS 
DIAS 
1 7 14 18 20 
ACIDEZ TOTAL TITULÁVEL (%)  
CAbs (T1)* 1.07±0.10 1.00±0.10a 0.76±0.05b 0.28±0.10a 0.086±0.09b 
Controle (T2)** 1.07±0.10 0.95±0.10a 0.71±0.06b 0.37±0.07a 0.15±0.06a 
Etanol (T3)*** 1.07±0.10 1.07±0.13a 0.97±0.09a 0.30±0.06a 0.15±0.04a 
Letras iguais na mesma Coluna não diferem significativamente entre si a p≤0,05 (Teste de Tukey). 
*CAbs = Controle absoluto (mangas armazenadas a 10ºC) 
**Controle = Tratamento térmico (46ºC/75minutos, resfriadas e armazenadas a 10ºC) 
***Etanol = Tratamento térmico a 46ºC/75minutos com 1% de etanol, resfriadas e armazenadas a 10ºC) 
De acordo com a Tabela 3, pode-se afirmar que, estatisticamente, não houve diferença 
significativa importantes entre os tratamentos. Como o ácido cítrico é um ácido orgânico relativamente 
fraco, as alterações na acidez não causaram grande impacto no pH.  
Tabela 3. Comparação dos valores médios do pH das mangas armazenadas 10°C 
TRATAMENTOS 
DIAS 
1 7 14 18 20 
pH 
Cabs (T1)* 3.52±0.07 3.53±0.05a 3.60±0.03a 4.24±0.22ab 4.88±0.03a 
Controle (T2)** 3.52±0.07 3.57±0.04a 3.68±0.04a 4.08±0.12b 4.75±0.34a 
Etanol (T3)*** 3.52±0.07 3.55±0.08a 3.65±0.08a 4.40±0.12a 4.83±0.15a 
Letras iguais na mesma Coluna não diferem significativamente entre si a p≤0,05 (Teste de Tukey).  
*CAbs = Controle absoluto (mangas armazenadas a 10ºC) 
**Controle = Tratamento térmico (46ºC/75minutos, resfriadas e armazenadas a 10ºC) 
***Etanol = Tratamento térmico a 46ºC/75minutos com 1% de etanol, resfriadas e armazenadas a 10ºC) 
 A firmeza, pelo que se esperava com o amadurecimento dos frutos, diminuiu com o tempo de 
armazenamento. Observa-se na Tabela 4 que esta diminuição foi mais rápida no Controle Absoluto 
(T1). Laurie (1998) afirma que o tratamento térmico tende a diminuir a taxa de amaciamento, uma vez 
que altas temperaturas inibem a ação de enzimas da parede celular, como a poligalacturonase, 
corroborando com os resultados aqui apresentados. 
Constatou-se que as mangas que sofreram tratamento hidrotérmico apresentaram-se mais 
luminosas (Tabela 5). Houve diferenças estatísticas significativas em quase todos os dias analisados, 
onde T1 diferiu dos demais tratamentos realizados.  
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Tabela 4. Comparação dos valores médios da firmeza (N) das mangas armazenadas 10°C 
TRATAMENTOS 
DIAS 
1 7 14 18 20 
º BRIX 
Cabs (T1)* 118.49±10.99 48.11±20.85b 20.68±8.87b 7.98±1.99b 3.66±0.26b 
Controle (T2)** 118.49±10.99 54.52±15.11b 42.47±8.47a 12.91±3.09a 3.88±0.31b 
Etanol (T3)*** 118.49±10.99 86.26±20.65a 46.75±6.76a 12.13±2.43a 4.74±0.53a 
Letras iguais na mesma Coluna não diferem significativamente entre si a p≤0,05 (Teste de Tukey).  
*CAbs = Controle absoluto (mangas armazenadas a 10ºC) 
**Controle = Tratamento térmico (46ºC/75minutos, resfriadas e armazenadas a 10ºC) 
***Etanol = Tratamento térmico a 46ºC/75minutos com 1% de etanol, resfriadas e armazenadas a 10ºC) 
A pureza da cor (croma) aumentou com o tempo, indicando o amadurecimento da manga 
(Tabela 5).  
Houve diferença significativa entre os tratamentos, sendo que o aumento do croma foi maior 
nas mangas que não sofreram tratamento hidrotérmico. Em estudos com manga Palmer, Santos et al. 
(2010) observaram que os frutos tratados hidro termicamente apresentaram intensidade respiratória 
menor quando comparados com os frutos que não foram submetidos ao tratamento hidrotérmico, 
durante os primeiros sete dias de armazenamento a 23±2°C, 65±5% UR, concordando com os 
resultados do presente estudo.  
Tabela 5. Comparação dos valores médios da cor da casca das mangas armazenadas 10°C 
TRATAMENTOS 
DIAS 
1 7 14 18 20 
LUMINOSIDADE (L) 
Cabs (T1)* 51.38±0.94 54.29±0.44a 57.70±1.85a 58.24±1.46a 62.43±2.20a 
Controle (T2)** 51.38±0.94 54.04±1.39a 55.47±1.99ab 57.43±2.5ab 56.48±2.07b 
Etanol (T3)*** 51.38±0.94 51.90±0.92b 52.93±1.42b 54.99±2.18b 57.41±2.24b 
 
CROMA (C ) 
Cabs (T1)* 23.05±1.27 23.90±1.42a 30.02±1.29a 35.00±2.37a 39.32±1.35a 
Controle (T2)** 23.05±1.27 23.53±1.44ab 25.52±2.97b 28.69±2.09b 31.97±1.50b 
Etanol (T3)*** 23.05±1.27 21.55±1.17b 22.66±1.75b 26.30±2.51b 29.11±2.49c 
 
ÂNGULO HUE (ºH) 
Cabs (T1)* 109.61±2.75 92.47±7.04b 78.73±7.39b 72.80±3.95a 64.70±2.21b 
Controle (T2)** 109.61±2.75 101.26±4.55a 95.27±7.96a 76.82±9.62a 59.62±6.75b 
Etanol (T3)*** 109.61±2.75 104.49±3.13a 98.48±7.20a 78.57±3.40a 88.72±8.24a 
Letras iguais na mesma Coluna não diferem significativamente entre si a p≤0,05 (Teste de Tukey).  
*CAbs = Controle absoluto (mangas armazenadas a 10ºC) 
**Controle = Tratamento térmico (46ºC/75minutos, resfriadas e armazenadas a 10ºC) 
***Etanol = Tratamento térmico a 46ºC/75minutos com 1% de etanol, resfriadas e armazenadas a 10ºC) 
Os valores médios do ângulo de cor da casca diminuíram com o tempo de armazenamento 
(Tabela 5), indicando a passagem da cor verde para a coloração laranja (valores entre 0 e 90°). 
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O tratamento hidrotérmico pode ter contribuído para retardar as mudanças relativas à 
coloração da casca da manga, características do processo de maturação, visto que estas estavam com a 
coloração mais escura (L* menor), com tons mais acinzentados (C* menor) e com menos tons 
vermelhos (H*mais próximo de 90°) comparadas às mangas que não sofreram tratamento 
hidrotérmico.  
Os frutos que não foram submetidos ao tratamento hidrotérmico (T1) apresentaram maiores 
valores para o Croma do que os que passaram por esse tratamento, essa diferença foi significativa em 
todos os dias de armazenamento (Tabela 6).  
Tabela 6. Comparação dos valores médios da cor da polpa das mangas armazenadas 10°C 
TRATAMENTOS 
DIAS 
1 7 14 18 20 
LUMINOSIDADE (L) 
Cabs (T1)* 78.42±0.96 77.25±1.01a 76.82±1.04a 72.02±1.12c 68.42±0.40b 
Controle (T2)** 78.42±0.96 76.63±1.09a 77.10±0.70a 75.00±0.41a 71.46±0.65a 
Etanol (T3)*** 78.42±0.96 75.49±1.47a 77.57±0.20a 73.32±0.56b 68.85±0.68b 
  CROMA (C ) 
Cabs (T1)* 50.86±1.11 51.09±3.09c 53.78±2.08a 61.42±1.25a 59.90±1.25a 
Controle (T2)** 50.86±1.11 55.29±1.30a 48.03±1.57b 53.41±0.57c 55.74±1.50b 
Etanol (T3)*** 50.86±1.11 54.22±1.39ab 50.62±0.56c 57.36±0.78b 53.48±1.26c 
  ÂNGULO HUE (ºH) 
Cabs (T1)* 99.46±0.88 95.55±2.23a 97.18±1.74a 88.17±0.51c 85.74±0.60b 
Controle (T2)** 99.46±0.88 94.87±2.17a 97.96±0.85a 92.10±0.52a 87.63±1.03a 
Etanol (T3)*** 99.46±0.88 95.27±1.08a 96.66±0.53a 90.01±1.28b 88.63±0.34a 
Letras iguais na mesma Coluna não diferem significativamente entre si a p≤0,05 (Teste de Tukey).  
*CAbs = Controle absoluto (mangas armazenadas a 10ºC) 
**Controle = Tratamento térmico (46ºC/75minutos, resfriadas e armazenadas a 10ºC) 
***Etanol = Tratamento térmico a 46ºC/75minutos com 1% de etanol, resfriadas e armazenadas a 10ºC) 
 Houve diferença estatística significativa no 18° e 20° dias de armazenamento, esses valores 
indicam que as mangas do controle absoluto (T1) por apresentar menor valor H* estavam 
aparentemente mais maduras que os frutos dos outros tratamentos. Em estudos com goiabas, Vieira et 
al. (2008) observaram que o tratamento hidrotérmico retardou a mudança de cor dos frutos, os mesmos 
autores constataram que houve  aumento mais acentuado na evolução da cor durante o período de 
armazenamento dos frutos que não foram submetidos ao banho térmico.  
Os resultados da análise da aparência dos frutos encontram-se na Tabela 7. Não houve 
diferença estatística a 95% de confiança pelo teste de Dunnett em todos os tratamentos em relação ao 
tratamento controle, portanto diante desses dados constata-se que os frutos submetidos ao tratamento 
hidrotérmico com 1% de etanol não apresentaram mudanças na aparência quando comparadas às 
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amostras controle. Em estudos com uvas submetidas ao tratamento hidrotérmico associado ao etanol, 
Karabulut et al. (2004) e Lichter et al. (2002) não observaram alterações importantes na aparência dos 
frutos estudados durante todo o tempo de estocagem. 
Na Figura 1 pode-se verificar a coloração das mangas após 14 dias armazenadas a 10°C/90% 
UR com transferência para 25°C/75%UR por mais 5 dias, para T1, T2 e T3. 
 
Figura 1. Mangas armazenadas por 14 dias a 10°C/90% UR com transferência para 25°C/75%UR por 
mais 5 dias. A = T1 = Controle absoluto (mangas armazenadas a 10ºC); B = T2 = Tratamento térmico 
(46ºC/75minutos, resfriadas e armazenadas a 10ºC); C = T3 = Tratamento térmico a 46ºC/75minutos 
com 1% de etanol, resfriadas e armazenadas a 10ºC). 
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Tabela 7. Comparação das médias para o atributo aparência das mangas armazenadas a 10°C. 
7° dia de armazenamento a 10°C 
Tratamentos Aparência 
Cabs (T1)* 
1,80±0,9A 
Controle (T2)** 
1,67±0,8A 
Etanol (T3)*** 
1,60±0,8A 
DMS **** 0,72 
14° dia de armazenamento a 10°C 
Tratamentos Aparência 
Cabs (T1)* 
1,33±0,5A 
Controle (T2)** 
1,92±0,9A 
Etanol (T3)*** 
2,8±1,2A 
DMS**** 0,85 
14° dia de armazenamento a 10°C + 3 dias a 25°C 
Tratamentos Aparência 
Cabs (T1)* 
1,80±0,7A 
Controle (T2)** 
2,20±0,9A 
Etanol (T3)*** 
2,40±1,1A 
DMS**** 0,76 
14° dia de armazenamento a 10°C + 5 dias a 25°C 
Tratamentos Aparência 
Cabs (T1)* 
1,67±0,7A 
Controle (T2)** 
2,25±0,8A 
Etanol (T3)*** 
2,17±0,9A 
DMS**** 0,75 
Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste Dunnett a 5%. *CAbs = Controle absoluto (mangas 
armazenadas a 10ºC); **Controle = Tratamento térmico (46ºC/75minutos, resfriadas e armazenadas a 10ºC); ***Etanol = 
Tratamento térmico a 46ºC/75minutos com 1% de etanol, resfriadas e armazenadas a 10ºC); **** DMS = diferença mínima 
significativa. 
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CONCLUSÕES 
 Em todos os tratamentos observou-se que as mudanças na firmeza, cor, acidez, pH e sólidos 
solúveis das mangas acompanharam a evolução do amadurecimento normal do fruto.  
O tratamento hidrotérmico associado a 1% de etanol (T3) não danificou a aparência externa 
das mangas quando essas foram armazenadas por 14° dias a 10°C e transferidas por mais 5 dias para 
temperatura de 25°C. 
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EFFECT OF THERMAL TREATMENT AND ETHANOL ON 
SALMONELLA SPP AND INFLUENCE ON POST-HARVEST 
QUALITY OF TOMMY ATKINS MANGOES 
 
 
 
ABSTRACT 
Studies have shown that mangoes (Mangifera indica L.) imported from South America were 
contaminated by the water used in the hydrothermal treatment (phytosanitary barrier). This study 
evaluated the effects of ethanol in the hydrothermal treatment for Salmonella spp. control in 
mangoes and its influence on fruit quality during storage. In vitro microbiological tests were 
carried out using ethanol (up to 5% v/v, at 55 60°C, 65°C) and a pool of Salmonella. The sample rate 
during time of exposure was used for the thermal destruction curves. Tommy Atkins mangoes at 
maturation stage 2 were used in in vivo tests, when the same pool of Salmonella was inoculated on 
the mangoes surface; then the fruits were immersed in the water/ethanol bath in the foregoing 
conditions. Microbiological counts were done by serial dilution on plates and results expressed as 
CFU/ml. For the quality control tests 140 mangoes were immersed in water (55°C/1 minute) at 0, 3 
and 5% v/v ethanol, cooled down (21.1°C) and stored at 25°C/75% RH (Relative Humidity) for 7 
days and at 10°C/75% RH for 14 days, then transferred to 25°C/75% RH for 6 days. The physical-
chemical determinations carried out were soluble solids, pH, titratable acidity, skin and pulp color 
as well as appearance tests. Data subjected to analysis of variance demonstrated ethanol 
effectiveness in reducing Salmonella, but the fruits treated with ethanol and stored at 10°C 
showed worse appearance than the control ones. We found that immersion in 3 and 5% ethanol at 
55°C/1 minute may be a viable alternative to control Salmonella in mangoes at 25°C. 
 
Keywords: Mangífera índica, storage, tropical fruits, pathogen 
 
INTRODUCTION 
Mango (Mangifera indica L.) has great importance in the national fruit trade. In 2012, Brazil 
reached 1,175.735 tons for domestic consumption, exports and industrialization. The Northeast 
region stands out as the main producing region in the country representing ninth place in world 
production (IBGE, 2013).  
Despite the great economic and nutritional importance that mangoes present, studies indicate that 
they were associated as Salmonella transmission vehicle in foodborne outbreaks (Sivapalasingam et. 
al., 2003). According to these studies, mangoes were imported from South America, where the water 
used for the hydrothermal treatment was responsible for this contamination (Beatty et. al., 2004), 
since fruits pass through immersion treatment in hot water for exportation, a phytosanitary barrier 
imposed by some importing countries (Bordini et. al., 2007). 
Researches indicate that ethanol can be an alternative for elimination of pathogenic agents 
(Chervin et al., 2005; Karabulut et al., 2004; Margosan et al., 1994; Margosan et al., 1997; Gutiérrez-
Martinez et al.,, 2012), but there is no data in the literature verifying its efficiency in Salmonella 
control in mangoes. Studies by Rao et al., (2009) at ITAL indicated that the immersion of guava 
inoculated with Salmonella enteritidis and E. coli in ethanol (50%) for 2 minutes and hydrothermal 
bath (50°C/10 min) reduced on average 53% of these population microorganisms. 
This study evaluated the effects of ethanol on hydrothermal treatment using high temperature and 
short time to control Salmonella spp. in mangoes and its influence on fruit quality during storage. 
 
 
 
 
 
 
MATERIAL AND METHODS  
 
Microbiological examinations 
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Preparation of inoculum: A pool of Salmonella spp. composed of individual cultures of S. 
Typhimurium and S. Enteritidis (isolated from poultry) and S. Brazil (isolated from açaí), donated 
respectively by the Food Technology Institute (Ital), State University of Campinas (Unicamp) and 
Embrapa Food, were used in the experiments. Cells from each culture were sloped in trypticase soy 
agar (TSA), then transferred to tubes containing 5 ml of trypticase soy broth (TSB; pH 7.3, Difco 
Laboratories, Detroit, Michigan, USA), and incubated at 37°C/24 hours. After this procedure, 
bacterial cells of each culture were transferred to an Erlenmeyer containing 100 ml of TSB (Oxoid) 
and incubated at 37°C/24 hours. After this period, 15 ml of each Salmonella culture was transferred 
to a centrifuge tube and 45 ml of the total Salmonella pool was centrifuged at 5500G (Hettich, 
Tuttlingen, Germany) for 15 minutes at 21°C. Cell pellets were suspended in 100 ml of sterile distilled 
water. The final concentration of Salmonella in the inoculum pool was determined by serial dilutions, 
plating in Xylose Lysine Deoxycholate (XLD, Oxoid Merk) and incubating at 37°C/24h. The final 
concentration of cells was approximately 108CFU/mL. 
Thermal inactivation assays: We carried out assays for determination of the kinetic parameters 
of thermal inactivation of the Salmonella pool in the three necked flask (100mL) method, adapted 
from Stumbo (1973). One of the necks was used for the thermocouple insertion for monitoring the 
temperature, in the central neck a mechanical stirrer was installed, and the later neck was used for 
introduction and removal of inoculum samples with pipettes. The flask received water/ethanol 
solution (0, 3 and 5% v/v) at 55, 60 and 65°C. When the flask temperature was reached, 1 ml of the 
Salmonella Pool was added to the flask containing 99ml of solution. The tests were performed in 
duplicate and 2ml samples were withdrawn from the solution at set times and rapidly placed in tubes 
on ice, and then serially diluted for enumeration. 
 The survival curves over time for each treatment condition generated DT values (min), or 
decimal reduction time, which express the time necessary for reduction of a log unit of the 
concentration of viable cells at a given temperature (T); and the thermal coefficient z (°C), which is 
the temperature difference required for reduction in a log unit value of DT (Haug, 1993). The DT value 
was determined for the pool of the three strains studied at each temperature according to the 
equation: DT = t / (Log N0 - log N), where t is the heating time (min), N0 is the initial number of 
microorganisms and N is the final number of microbial cells after the heat treatment (Quintavalla et 
al.,, 2001). The z value was determined according to the equation: z = (T2 - T1) / log (D1 / D2); T2 > T1.  
In vivo assays: In laminar flow, thirty-six mangoes (four fruits per treatment) were inoculated 
with 100 µL of the Salmonella pool on the surface of the shell in a previously marked area (5 cm2). 
After inoculation, we placed the fruits in a laminar flow for two hours until complete inoculum drying 
and then we stored them at 7 °C for 16 hours. Inoculated fruits were immersed in the heat bath at 0, 
3 and 5% ethanol (v/v) at 55, 60 and 65 °C for 1 minute and then cooled down in another water bath 
at 21°C/30 minutes. 
After treatments, we placed the fruits to dry in a laminar flow and subjected them to analysis 
of Salmonella. We used the fruit fragment method (Beuchat and Scouten, 2004) adapted to mangoes 
in previous studies (in press). The demarcated sample of 5 cm2 and 1 cm deep was carefully cut with 
the aid of sterile stainless steel scalpel. The fragment obtained was placed in a “stomacher” bag 
added to 40 ml sterile peptone water (0.1% w/v) and homogenized using a small hammer and then 
homogenized in a "stomacher" at 40 rpm for 1 minute. The homogenized liquid was serial diluted 
and counted in duplicate. Treatments in which Salmonella was not detected were repeated and the 
bath water samples subjected to tests for presence/absence of Salmonella. 
Cells counting: The serial dilutions (0.1 ml) were seeded in duplicate on plates containing 14 ml 
of solidified sterile TSA and incubated in bacteriological incubator at 37 °C/2 hours to allow injured 
cells recovery. Then the medium MLCB (Mannitol Lysine Brilliant Green Crystal Violet) was 
superimposed on the TSA and the plates were incubated for an additional 22 hours at 37 °C, when 
we performed the colonies counting (CFU/mL). This methodology was based on the technique 
proposed by Hartman et al., (1975) and Kang, Fung (2000) adapted to mangoes in previous studies 
(in press). All tests were performed in a laminar flow and the culture media used were from Oxoid, 
Basingstoke, U.K.  
Evaluation of the effects of adding ethanol in the hydrothermal treatment on the quality of the 
mangoes: We used a sample of 140 Tommy Atkins mangoes from Petrolina. They were at maturation 
stage 2 according to the scale proposed by Protrade (1992), which is considered reference for the 
harvest of this variety. The heat treatment consisted of immersing the fruit in a bath (12 liters of 
water) at 55 °C/1min. The ethanol concentrations in the bath were 0, 3, and 5% v/v. After the 
hydrothermal treatment the fruits were cooled in another bath at 21.1 °C/30 minutes. The effects of 
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ethanol on the physico-chemical characteristics and appearance of the mangoes were evaluated. 
After treatments the fruits were dried with a paper towel and stored at 25°C/65% RH/7 days and at 
10°C/70% RH/15 days, transferred to 25°C/65% RH for an additional 5 days. Mangoes stored at 25 °C 
were analyzed on the day that they were subjected to treatment and on the 7 days of storage, and 
those mangoes stored at 10° C and transferred to 25 °C were analyzed on the day of the treatments, 
on the 15th and 20th day. 
Physical and chemical analysis: we used 10 fruits per determination for each treatment. The 
soluble solids (SS) was done in a portable refractometer (Atago Co. Ltd., Tokyo, Japan) with a scale of 
0 to 32 °Brix, corrected when the acidity of the pulp showed values greater than 1%. The pH value 
was obtained by the potentiometric method (Tecnopon pH meter, model 210 MPA / MPa - 210P); 
the titratable acidity (g citric acid equivalent per 100 g) was determined by titration with 0.1 N NaOH 
to pH 8.1 (AOAC, 1997). The skin and pulp color of each fruit were measured by the CIE System L*a*b 
using a Minolta CR-300 colorimeter. 
Sensory Analysis: The multiple comparison method was used (Moraes, 1988) in order to 
observe if the treatments showed significant statistical differences, applying a nine-point structured 
scale, where a score zero (0) corresponds to no difference, and nine (9) means extremely different. 
We also evaluated if the appearance of the treated fruits were better, the same or worse than those 
from control (hydrothermal + 0% ethanol). Tests were carried out with 19 untrained panelists from 
both sexes. The lighting used during tests was white. Samples were served simultaneously on 
containers labeled with random three-digit numbers. The mangoes position was also randomized 
between panelists. The evaluators received a control sample (fruit subjected to hydrothermal 
treatment without ethanol) and the other encoded samples, being one of these the control itself and 
they filled up a sensory evaluation form. 
Statistical analysis: Using the SAS software, data were subjected to analysis of variance and 
means compared by the Dunnet test (results of sensory analysis) and the Tukey test (physical, 
chemical and microbiological results) in a randomized design at 5% significance.  
 
RESULTS AND DISCUSSION 
 
Thermal destruction of Salmonella pool 
As expected, there was a significant reduction in the pathogen population after treatments.  
Inactivation is defined as the irreversible loss of microorganism to multiply itself. Death occurs 
through denaturation of proteins in the presence of moist heat and when a microbial population is 
heated, the reduction of viable organisms occurs at higher rates; however, there are variations in 
resistance among microorganism (Alterthum; Carvalhal, 1999). We observed that microbial reduction 
of the Salmonella pool can be practically described by a first order kinetic, independent of the 
ethanol concentration. There was a larger deviation in the linearity test at 65 ° C, however, the use of 
a pool of bacteria and not a pure culture may also have contributed to this observation, as reported 
by Stumbo (1973). 
Table 1 shows the decimal reduction time (DT) at temperatures studied, besides the thermal 
coefficient (z). The average decimal reduction time at 55, 60 and 65 °C were, respectively, 15.25; 2.70 
and 0.27 minutes. According to Robertos (1982), the D60 values for most Salmonella serovars are 
between 0.2 and 6.5 minutes. 
Although any pathogen has the potential to contaminate fruits and vegetables, the Salmonella 
spp is of utmost importance for public health because this microorganism has the ability to fix and/or 
internalize in vegetables and fruits, making these foods likely toxic infections vehicles. Moreover, 
environmental factors, including contaminated water that sources used to irrigate and wash 
vegetables/fruits have been implicated in a number of outbreaks (Deering, 2011). After in vitro 
thermal destruction tests, in vivo tests were also performed, where artificially contaminated 
mangoes with Salmonella pool were subjected to the same treatment for 1 minute. 
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Table 1. Decimal reduction time (DT) and Thermal coefficient (z) of the pool of Salmonella:  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Microbiological tests with mangoes 
Results obtained in the microbiological for mangoes are in Table 2. It was noted that ethanol 
associated to thermal treatment exerted some influence on the Salmonella strains, where the 
microbial reduction increased with increasing temperature and ethanol concentration, and that none 
of the treatments at 65° C detected growth of this bacterium. Ethanol has potent antimicrobial 
activity (Larson; Morton, 1991), even when diluted in water it can, thus, be considered a good 
bactericide agent, since it probably operates in denaturation of the proteins of microorganisms and 
in the lipids removal. (Kalil; Costa, 1994). We noted that ethanol, even at low concentrations, 
decreased the population of Salmonella. At 55 °C this reduction was 0.39 and 0.72 logarithmic cycles 
and at 60 °C it was 0.48 and 1.51 logarithmic cycles, respectively at 3 and 5 % concentrations. 
However, it is not ruled out the hypothesis that ethanol had some contribution on peel extraction of 
some compounds which may have potentiated the effect of treatments on the Salmonella strains. 
In the present study, there was a reduction of 2 logarithmic cycles in mangoes treated at 60 °C 
when compared with those treated at 55 °C, both without ethanol treatment (Table 2). It was not 
detected the presence of Salmonella spp. in the water bath treatments at 65 °C/1 minute. Short 
thermal treatments were used for Fallik et al., (2000) in studies with Galia melon. In this case the 
authors proved heat efficiency in reducing post-harvest rots for the fruits subjected to a water bath 
at 52-55 °C for about 2 min. 
 
Table 2. Salmonella spp in mango before and after thermal treatment at different ethanol 
concentrations.  
Population (log CFU fruit-1) 
Treatments Before 
Treatments* 
After treatment 
at 55 ºC* 
After treatment 
at 60 ºC* 
After treatments 
at 65 ºC* 
0% ethanol  
6,35±0,36 
5,47 ± 0,24 a 3,46 ± 0,18 a ND** 
3% ethanol 5,08 ± 0,11 b 2,98 ± 0,09 b ND** 
5% ethanol 4,75 ± 0,08 c 1,95 ± 0,13 c ND** 
* Logarithm (cfu / ml); 
** ND = not detected; Method Detection Limit <10 CFU / fruit 
Means followed by different letters in the same column differ by Tukey test at 5% 
 
Effect of treatments on quality 
Mangoes used in the experiments to verify the influence on the quality of the treatments were 
characterized at the beginning of the experiments. The values found for pH were 3.62 ± 0.26 and 
3.75 ± 0.04 for the storage studies at 25 °C and 10 °C respectively. Studying various mango cultivars, 
Bleinroth (1985) found values in the range 3.40 while Rocha et al., (2001) found pH values between 
3.23 and 4.51 also for Tommy Atkins mangoes at 'green' and with 'green features' stages. All these 
results are in agreement to this work. 
The total soluble solids (°Brix) of the mangoes used in this study were 10.9 ± 0.14 and 9.48 ± 
1.84, with an acidity of 0.96 ± 0.26 and 0.92 ± 0.16 (% citric acid) to the storage studies at 25 °C and 
10 °C, respectively. These values are in accordance with Lederman et al., (1998) studies with the 
Temperature (ºC) Ethanol GL DT (min) R
2 z ( ºC) 
55 
0 16,21 0,9893 5,85 at 0 GL 
R2=0,9924 
 
5,82 at 3 GL 
R2=0,9952 
 
 
5,37 at 5 GL 
R2=0,9913 
3 15,80 0,8929 
5 13,74 0,8768 
60 
0 3,05 0,9631 
3 2,77 0,9332 
5 2,28 0,8070 
65 
0 0,32 0,9787 
3 0,30 0,9430 
5 0,19 0,8707 
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cultivar Tommy Atkins early in its maturity. These authors found soluble solids values ranging from 
7.5 to 10.9% and total titratable acidity expressed as % citric acid ranging from 1.14 to 0.62.  
The fruit pulp coloring was pale yellow hue, having high lightness (L *), low values of a * and 
intermediates b * values. The values found for peel color (L * less than 50, a* negative) indicate that 
they had become dark green.  
The chosen temperature to carry out quality measurements was 55 °C, since in previous 
studies changes were observed in the external appearance of the mangoes treated at 60 and 65 ° C 
and stored at 10 °C. 
The maturation processes followed the natural physiology of the fruit, which means an 
increase in pH, Brix and reduction of acidity in all treatments during the storage time. (Chitarra and 
Chitarra, 2005) reported that the acidity decreases with fruit ripening, with a consequent increase in 
pH. As the fruit matures simultaneously the value of the acidity reduced and soluble solids increased, 
due to the consumption of organic acids during the ripening process by the respiratory process. 
During the storage time also occurs a reduction in the green skin color due to chlorophyll 
degradation and increase of the yellowing of the pulp due to the increase in carotenoids, events 
expected in the ripening process of fruits (Chitarra and Chitarra, 2005). 
Mangoes stored for seven days at 25 °C showed no statistically significant differences in pH, 
Brix, acidity and skin color. Only the pulp color showed difference in the parameter a*, which was 
lower in the mangoes from the control treatment (heat-treated mangoes without ethanol) indicating 
that they had greener shades.  
Fruits stored at 10 °C for fifteen days showed statistically significant differences in the 
parameters pH, acidity, color attributes and L * a * a * pulp and the shell. Mangoes subjected to 
hydrothermal treatment with 5% ethanol showed higher pH and lower acidity and skin and pulp 
tones less green (higher values of a *) than the other treatments, facts that may indicate that the 
fruits of this treatment, at this storage conditions, had become more mature. After transfer to 25 °C 
during five days, these differences were not observed in any treatment or parameters evaluated in 
this study. 
Regarding appearance, there was no statistically significant difference between treatments for 
fruit stored at 25 °C/7 days (Table 3). Therefore, the fruits immersed in 5% ethanol and stored at 10 
°C/15days + 25 °C/5 days showed a statistically significant difference compared to other treatments, 
and the average grade was 5.2 ± 2.5, indicating that the tasters realized that there was difference 
between these samples and the control (hydrothermal + 0% ethanol). We observed that 40% of the 
evaluators said that mangoes treated with 5% ethanol were worse than the control ones (Figure 1); 
the mangoes of this treatment had their rind slightly wrinkled, which may have contributed to the 
notes given by the observers. 
This information indicates that the treatments presented here can be effective, since in 
general, the panelists indicated that the treated mangoes were equal to or better than fruits from 
the control treatment. 
 
Table 3. Difference from the control test of fruits submitted to different treatments and storage 
  Hydrothermal treatment  + ethanol  
Storage Washed mango 0% 3% 5% LSD* 
25 ºC 2,3±1,4 a 2,2± 1,2 a 2,1 ±1,5 a 2,5±1,1 a 0,83 
10 ºC+25 ºC 2,8±2,0 b 1,9±1,2 b 2,0±0,9 b 5,2 ±2,5 a 1,07 
Means followed by different letters in the same row differ by Dunnett test at 5%;  
* Least significant difference 
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Figure 1. Appearance of the mangoes stored at 25 °C/7 days and 10 °C/15 days + 25 °C/5 days. 
 
CONCLUSIONS 
The average decimal reduction time (DT) for the Salmonella pool was 15.25; 2.69 and 0.27 
minutes, respectively at 55, 60 and 65 °C. Ethanol associated with hydrothermal treatment 
contributed to reducing the population of Salmonella in mangoes cv. Tommy Atkins, mainly at higher 
temperatures. Treatments, in general, did not cause physical and chemical changes and significant 
sensory in stored fruits, mainly at 3% ethanol treatment. 
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DISCUSSÃO GERAL 
 
Dentre os métodos estudados para recuperação de Salmonella (Capítulo I), o método 
do Fragmento do Fruto foi o que melhor recuperou as células microbianas inoculadas na 
manga, sendo, portanto, o método escolhido para prosseguimento das análises. Em estudos 
utilizando melão Beuchat; Scouten (2004) obtiveram boa recuperação utilizando o mesmo 
método na determinação de Salmonella entérica sorotipo Poona. Constatou-se também que o 
método de Semeadura em Duas Camadas de Ágar utilizando os meios TSA e MLCB, 
apresentou bons resultados, possivelmente indicando que as células de Salmonella estavam 
injuriadas e que a presença de um meio de cultura não seletivo auxiliou no revigoramento 
destas.  
Na investigação sobre a presença de Salmonella spp. em mangas orgânicas 
comercializadas em Campinas - SP e São Paulo - SP (Capítulo II), não foi detectada a 
presença desse patógeno nas 500 frutas analisadas. Este fato pode ser um indicativo de que 
mangas destinadas à exportação são mais susceptíveis à contaminação por Salmonella que 
aquelas destinadas ao mercado interno, provavelmente em função do maior manuseio ou 
devido ao fato das mangas exportadas passarem pelo tratamento hidrotérmico, tratamento 
exigido por alguns países importadores que visa evitar problemas com mosca-das-frutas 
(Nascimento et al. 1992).  
O etanol associado ao calor demonstrou um aumento na sensibilidade das células de 
Salmonella, indicando que este pode ser explorado para reduzir os tratamentos térmicos e/ou 
aumentar a eficácia dos tratamentos já existentes, o que abre a possibilidade de trabalho para 
outras frutas, como mamão, maracujá, goiaba, por exemplo. 
A ausência de colônias de Salmonella spp foi observada nas amostras de manga 
tratadas com 5 e 7% de etanol (Capítulo II). O tratamento hidrotérmico (46,1ºC/75') 
combinado com 5 e 7% de etanol reduziu em aproximadamente 6 ciclos logarítimos da 
população de Salmonella em mangas; Contudo, foi constatado que algumas dessas células 
sobreviveram na água do banho. Observou-se também que os dados obtidos nos ensaios in 
vitro foram diferentes dos dados obtidos nos experimentos com a manga, apesar de em ambos 
o etanol associado ao calor exercer maior influência sobre as células de Salmonella. Porém 
observaram-se menores contagens do micro-organismo nos testes com a manga, 
provavelmente devido ao fato de se trabalhar com um sistema mais complexo, bem como a 
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possibilidade de compostos da casca do fruto terem agido de forma associada com etanol e 
calor, possivelmente contribuindo para esses resultados.   
No Capítulo III foram realizados testes para verificação da qualidade da manga frente 
ao tratamento hidrotérmico associado a diferentes concentrações de etanol. Notaram-se 
alterações na aparência externa das frutas tratadas com 20% de etanol. Já no segundo dia de 
armazenamento a 25
º
C/75%UR foram observadas manchas escuras e depressão na sua 
superfície. De forma menos acentuada, nos frutos tratados com 10% de etanol também foram 
observadas pequenas manchas a partir do segundo dia de estocagem. Esses resultados 
indicaram uma limitação fisiologica do uso do etanol no controle microbiológicos das 
mangas. Desta forma, realizaram-se testes com concentrações inferiores a 10% de etanol nos 
estudos posteriores.  
Em relação à aparência externa dos frutos, observou-se que aqueles tratados com 
etanol (3, 5 e 7%) e submetidos ao armazenamento refrigerado (10 °C), apresentaram maior 
índice de podridão e pontos pretos profundos, sendo que essa podridão foi proporcional ao 
aumento da concentração de etanol. No armazenamento a 25°C não foi observado o 
apodrecimento das mangas nas concentrações de etanol estudadas, nem a presença de pontos 
pretos profundos. Uma hipótese para esse comportamento é que o armazenamento refrigerado 
tenha deixado a manga mais sensível a distúrbios fisiológicos que, quando somado aos efeitos 
do banho hidrotérmico com etanol, tenha permitido este efeito deletério à fruta, já que os 
frutos do controle (0% de etanol) apresentaram menor incidência de podridão (14% dos 
frutos) quando comparados com os demais tratamentos. 
Devido aos resultados encontrados no capítulo III, realizaram-se testes para observar a 
influência do tratamento hidrotérmico associado a 1% de etanol em mangas refrigeradas a 
10ºC, esses resultados foram demonstrados no Capítulo IV.  Os resultados da análise da 
aparência dos frutos indicaram que não houve diferença estatística a 95% de confiança nos 
frutos de todos os tratamentos (T1 = mangas sem tratamento; T2 = mangas submetidas ao 
tratamento hidrotérmico – 46,1ºC/75 min.; T3 = mangas submetidas ao tratamento 
hidrotérmico associado a 1% de etanol) após 19 dias de armazenamento. Em estudos com 
uvas submetidas ao tratamento hidrotérmico associado ao etanol, Karabulut et al. (2004) e 
Lichter et al. (2002) não observaram alterações importantes na aparência dos frutos estudados 
durante todo o tempo de estocagem. 
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No último capítulo, estudou-se a destruição térmica associada ao etanol do pool de 
Salmonella. Observou-se que a redução microbiana do pool de Salmonela pôde ser descrita 
praticamente por uma cinética de primeira ordem. Houve um maior desvio na linearidade nos 
ensaios a 65 °C, porém, a utilização de um pool de bactérias e não uma cultura pura também 
pode ter contribuído para tal observação, conforme relatado por Stumbo (1973). Os tempos de 
redução decimal foram 16,21, 15,80, 13,74 (para 55ºC), 3,05, 2,77, 2,28 (para 60ºC) e 0,32, 
0,30, 0,19 (para 65 ºC) minutos, respectivamente para as concentrações de 0, 3 e 5% de 
etanol. De acordo com Robertos (1982), os valores D60 para a maioria dos sorovares de 
Salmonella estão entre 0,2 e 6,5 minutos. Os valores de z ficaram praticamente inalterados, 
independente do tratamento térmico e concentração de etanol, próximos a 5,5 °C, o que 
também é esperado para esta classe de micro-organismo (Stumbo, 1973).  
Os valores encontrados indicam que o etanol pode auxiliar no processo de inativação 
de Salmonella, pois se observa que sua adição diminuiu o tempo de destruição térmica, fato 
que pode auxiliar no controle de contaminações cruzadas no ambiente, incluindo fontes de 
água contaminada usada para irrigar e lavar os vegetais/frutas, já que esses têm sido 
implicados em um grande número de surtos (Deering, 2011). Portanto, após os testes de 
destruição térmica in vitro, foram realizados testes com mangas contaminadas artificialmente 
com o pool de Salmonella e submetidas aos presentes tratamentos por 1 minuto. 
Observou-se que o etanol associado ao banho térmico exerceu influência sobre as 
cepas de Salmonella, onde a redução microbiana aumentou com o incremento da temperatura 
e concentração de etanol, sendo que em nenhum dos tratamentos a 65 ºC foi detectada a 
bactéria. Percebeu-se também que o etanol, mesmo em baixas concentrações, diminuiu a 
população de Salmonella a 55 ºC em 0,39 e 0,72 ciclos logarítmicos e 0,48 e 1,51 ciclos 
logarítmicos a 60 ºC nas respectivas concentrações de 3 e 5%. Porém, não é descartada a 
hipótese de que o etanol tenha auxiliado na extração de compostos da casca dos frutos o que 
pode ter potencializado o efeito dos tratamentos sobre as células de Salmonella.  
Tratamentos térmicos curtos foram utilizados por Fallik et al (2000) em estudos com 
melão Galia, quando os autores comprovaram a eficiência do emprego do calor na redução de 
podridões pós-colheita e os frutos foram submetidos a um banho térmico a 52-55 ºC por cerca 
de 2 min. 
A temperatura mais eficiente, sob o ponto de vista microbiológico foi 65ºC, já que nos 
frutos e na água do banho não foi detectada presença de Salmonella spp, nas concentrações de 
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etanol utilizadas. No entanto, deve-se salientar que houve reduções logarítmicas importantes 
nas temperaturas 55 e 60ºC, e essas reduções acompanharam o aumento das concentrações de 
etanol.   
Em relação aos efeitos dos tratamentos do capítulo V na qualidade da manga Tommy 
Atkins, constatou-se que as frutas submetidas aos tratamentos térmicos a 60 e 65ºC/1minuto 
associadas ao etanol (0, 3 e 5%) apresentaram defeitos na sua aparência. Já nos experimentos 
a 55ºC/1minuto, não houve diferença estatística significativa entre os tratamentos para os 
frutos armazenados a 25 ºC/7dias. Já os frutos imersos em 5% de etanol e armazenados a 10 
ºC/15dias + 25 ºC/5 dias, apresentaram diferença estatística significativa em relação aos 
demais tratamentos, sendo que a média das notas foi 5,2±2,5, indicando os provadores 
perceberam que existia diferença entre essas amostras e o controle (hidrotérmico sem etanol). 
Notou-se que 40% os avaliadores afirmaram  que as mangas tratadas com 5% de etanol, 
estavam piores que o controle. As mangas desse tratamento estavam com sua casca levemente 
enrugada, fato que pode ter contribuído para as notas dadas pelos observadores.  
O tratamento a 55ºC com 3% de etanol pode ser uma alternativa viável, visto que foi 
constatado expressivas reduções logarítimicas no pool de Salmonella utilizados no presente 
estudo, bem como, não foram constatados pelos obervadores danos na aparência externa dos 
frutos armazenados a 25ºC e a 10ºC. 
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CONCLUSÕES GERAIS 
O procedimento Fragmento do Fruto foi mais eficiente que o método do Swab para 
recuperação do pool de Salmonella inoculados nas mangas cv. Tommy Atkins.  
O método que utilizou duas camadas de ágar, TSA (não seletivo) e MLCB (seletivo) 
apresentou melhores resultados que o método utilizando apenas meio de cultura seletivo 
(XLD), provavelmente indicando melhor capacidade de recuperar células injuriadas.  
Não foi detectada a presença de Salmonella em nenhuma das amostras de mangas 
orgânicas analisadas no período do estudo, provenientes dos mercados de Campinas e São 
Paulo.  
O uso combinado do tratamento hidrotérmico, mesmo em baixas concentrações ( 3 e 
5% de etanol), reduziram 0,46 e 1,12 ciclos logaritmos de Salmonella nos testes in vitro. 
O uso combinado do tratamento hidrotérmico (46°C/75’) com etanol nas 
concentrações de 5 e 7% reduziu em aproximadamente 6 ciclos log a população de 
Salmonella spp. em manga sem alterar os atributos de qualidade dos frutos quando 
armazenados pelo período de 7 dias a 25°C/75%UR, no entanto, algumas células bacterianas 
sobreviveram ao tratamento no fruto e na água de lavagem.  
Foram constatadas alterações na aparência dos frutos tratados com 20% de etanol, já 
no segundo dia de armazenamento, porém, tratamentos com dosagens inferiores a 10% não 
causaram danos aos frutos armazenados a 25ºC. 
O tratamento hidrotérmico associado a 1% de etanol não danificou a aparência externa 
das mangas. 
Os tempos de redução decimal (DT) para o Pool de Salmonella foi foram 16,21, 15,80, 
13,74 (para 55ºC), 3,05, 2,77, 2,28 (para 60ºC) e 0,32, 0,30, 0,19 (para 65 ºC) minutos, 
respectivamente para as concentrações de 0, 3 e 5% de etanol.  
Não foram constatadas mudanças significativas nos parâmetros físico-químicao e na 
aparência dos frutos quando estes foram submetidos aos tratamentos a 55ºC/1minuto e 
armazenados a 10 e 25ºC.   
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SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 
Utilização de circulação forçada de ar para arrefecimento dos frutos após aquecimento 
no tratamento hidrotérmico; 
Estudar diferentes tempos de tratamento hidrotérmico a temperatura de 55ºC associado 
a concentrações de etanol 3%, já que foi constatado efeito positivo desse tratamento sobre 
Salmonella  spp. 
Avaliar o uso do etanol associado ao calor para reduzir os tratamentos térmicos e/ou 
aumentar a eficácia dos tratamentos já existentes para outras frutas como, por exemplo, 
mamão, maracujá, goiaba. 
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ANEXOS 
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ANEXO 1 - FICHA DE AVALIAÇÃO SENSORIAL UTILIZADA NOS EXPERIMENTOS 
 Ficha de avaliação Sensorial de Manga 
 
Nome:______________________________________________     Idade: _____________     
 Data:____________  
SEXO (       ) M (      )F      ESCOLARIDADE:  (    ) Superior incompleto  (    ) Superior completo (     ) 2º 
grau completo (  ) 2º grau incompleto.              QUAL SUA FREQUENCIA 
DE CONSUMO DE MANGA:     (     ) inferior a 1 vez por mês   (     ) 1 a 3 vezes por mês     (     ) 1 vez por 
semana  (      ) mais que 2 vezes na semana 
Teste de Diferença do Controle 
Você este recebendo uma amostra controle (C) e quatro amostras codificadas de Manga. Por favor, 
observe a amostra controle e em seguida faça o mesmo para cada uma das amostras codificadas e 
avalie, utilizando a escala abaixo, o quanto cada amostra difere, em APARÊNCIA, da amostra 
Controle. 
0 - NENHUMA DIFERENÇA 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 – EXTREMAMENTE DIFERENTE  
 
    
Em termos globais, você considera essa amostra MELHOR, IGUAL ou PIOR que o Controle? Marque 
com um X sua opinião. 
 
 
 
 
 
 
Comentários:_______________________________________________________________________ 
Amostra Grau de Diferença 
    
    
    
  
Amostra MELHOR IGUAL PIOR 
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ANEXO 2 – As Tabelas A3 e B3, fazem parte dos resultados físico-químicos obtidos no 
capítulo III 
Tabela A3  - Valores médios e desvio padrão das análises de cor da casca e da polpa das 
mangas Tommy Atkins durante armazenamento a 25
º
C/75%UR submetidas ao tratamento 
hidrotérmico (46,1ºC/75 min) com diferentes concentrações de etanol  
 
Cor da casca 
   Dia 1  Dia 3 Dia 6 Dia 8  
Etanol Luminosidade (L*)  
0% 50,99±2,03a 53,03±1,16a 57,57±1,06a 59,75±2,74ab 
3% 50,99±2,03a 54,47±1,79a 54,36±1,61bc 57,22±2,11ab 
5% 50,99±2,03a 54,31±2,79a 52,64±1,37c 56,74±2,46b 
7% 50,99±2,03a 52,98±1,25a 55,91±1,44ab 60,73±0,92a 
  Etanol Croma (C*)  
0% 19,00±3,38a 24,37±1,25a 33,40±1,74a 37,38±2,84ab 
3% 19,00±3,38a 24,17±2,55a 27,54±0,62b 34,62±3,32b 
5% 19,00±3,38a 24,83±3,61a 27,39±2,37b 34,50±1,79b 
7% 19,00±3,38a 22,87±1,24a 32,08±0,89a 40,09±1,11a 
  Etanol Ângulo Hue (H*)  
0% 113,74±1,59a 103,76±3,27a 90,11±7,91a 78,07±3,45a 
3% 113,74±1,59a 100,09±5,72a 76,43±2,09b 73,10±4,36a 
5% 113,74±1,59a 102,48±5,79a 84,50±3,30ab 67,02±3,12b 
7% 113,74±1,59a 98,28±2,89a 82,27±5,27ab 78,75±3,79a 
Cor da polpa  
Etanol L* (armazenamento 25°C/75%UR) 
0% 78,69±1,07a 72,62±3,26b 69,57±1,44a 63,82±1,02a 
3% 78,69±1,07a 72,84±2,65b 69,94±1,50a 64,08±2,00a 
5% 78,69±1,07a 76,78±2,12a 68,75±0,99a 66,01±1,69a 
7% 78,69±1,07a 74,68±2,09ab 69,41±1,66a 66,31±1,70a 
  Etanol  C* (armazenamento 25°C/75%UR) 
0% 55,93±1,98a 63,19±2,47a 60,82±1,88b 66,83±1,03a 
3% 55,93±1,98a 60,32±2,83a 65,19±2,85a 65,89±1,30a 
5% 55,93±1,98a 62,47±1,64a 65,68±1,30a 66,44±1,19a 
7% 55,93±1,98a 60,56±2,15a 62,08±3,01b 67,11±0,67a 
  Etanol H* (armazenamento 25°C/75%UR) 
0% 97,00±2,58a 90,80±1,85ab 86,16±0,54a 83,51±0,63b 
3% 97,00±2,58a 90,58±1,49b 86,59±0,62a 84,90±1,34ab 
5% 97,00±2,58a 92,53±1,30a 86,81±1,21a 84,84±0,62ab 
7% 97,00±2,58a 92,08±1,43ab 86,86±1,20a 85,23±1,09a 
 Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste Tukey a 5%; 
 Media de 10 repetições. 
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Tabela B3 - Valores médios e desvio padrão das análises de cor da casca e da polpa das 
mangas Tommy Atkins durante armazenamento a 10ºC/90%UR + 25
º
C/75%UR submetidas ao 
tratamento hidrotérmico (46,1ºC/75 min) com diferentes concentrações de etanol 
Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste Tukey a 5%; 
 Media de 10 repetições. 
 
 
Cor da casca 
   Dia 1  Dia 7 Dia 14 Dia 17  Dia 20  
Etanol L* (armazenamento 10°C/90%UR)   
0% 50,99±2,03a 49,94±1,48b 49,31±1,59a 53,93±0,79bc 53,52±6,14b 
3% 50,99±2,03a 51,99±1,00a 48,79±2,19a 56,46±2,31ab 57,42±1,09ab 
5% 50,99±2,03a 52,61±0,78a 49,07±2,21a 52,87±2,09c 55,51±5,57ab 
7% 50,99±2,03a 52,79±1,24a 51,87±2,41a 58,66±1,38a 61,51±0,83a 
 Etanol C* (armazenamento 10°C/90%UR)   
0% 19,00±3,38a 23,24±2,93ab 25,59±3,48ab 28,12±1,60b 40,52±0,85a 
3% 19,00±3,38 a 22,24±1,97b 29,41±3,35a 28,35±2,02b 37,71±0,54ab 
5% 19,00±3,38a 26,03±1,33a 26,12±3,35ab 29,35±2,80ab 31,018±8,7b 
7% 19,00±3,38a 24,13±1,44ab 22,77±4,57b 32,59±1,56a 34,97±4,72ab 
 Etanol H* (armazenamento 10°C/90%UR) 
 
0% 113,74±1,59a 112,49±1,18ab 98,47±4,08b 84,57±4,63a 82,11±2,80a 
3% 113,74±1,59a 109,75±2,04b 102,93±4,20ab 81,93±7,15a 76,95±5,22a 
5% 113,74±1,59a 111,95±1,70ab 104,02±2,20a 84,15±2,74a 79,80±9,78a 
7% 113,74±1,59a 112,73±0,41a 99,58±2,65ab 83,95±2,95 a 74,68±8,06a 
Cor da polpa 
Etanol L* ( armazenamento  10°C/90%UR)   
0% 78,20±0,67a 75,66±1,21a 77,42±1,08a 74,05±0,60a 67,93±1,10a 
3% 78,20±0,67a 72,89±1,44b 72,66±0,95b 73,04±1,10ab 66,66±1,47a 
5% 78,20±0,67a 75,57±1,85a 73,42±1,75b 67,64±1,42c 65,85±2,53a 
7% 78,20±0,6 a 73,48±1,51ab 72,11±1,53b 71,02±1,98b 66,82±1,60a 
  
Etanol 
C* ( armazenamento 10°C/90%UR)   
0% 55,93±1,98a 54,03±1,11 b 54,91±1,49b 58,53±2,20 b 67,21±1,39c 
3% 55,93±1,98a 57,54±2,10 a 57,81±0,67a 59,98±1,09 b 65,21±1,05c 
5% 55,93±1,98a 59,40±1,53 a 58,87±0,53a 66,71±2,64 a 79,82±1,85a 
7% 55,93±1,98a 60,23±2,17 a 57,80±1,32a 66,84±1,74 a 75,75±2,72b 
  
Etanol 
H* (armazenamento 10°C/90%UR) 
 
0% 97,77±2,54a 95,38±1,81a 95,88±1,45a 90,28±0,97 a 87,36±0,33a 
3% 97,77±2,54a 91,31±1,06b 91,55±1,11b 90,87±0,82 a 85,30±1,14b 
5% 97,77±2,54a 93,45±1,17ab 91,71±1,31b 85,18±1,49 b        60,93±0,63c 
7% 97,77±2,54a 93,09±1,31b 92,30±1,26b 84,85±1,17 b        60,78±0,93c 
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ANEXO 3 – As Figuras A5; B5; C5; D5 e E5 e Tabela A5, fazem parte dos resultados físico-
químicos e microbiológicos obtidos no capítulo V 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figura A5. Curvas de inativação térmica do pool de Salmonella utilizados nas temperaturas 55, 60 e 
65 °C 
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Figura B5. Aparência externa das mangas tratadas a 60 ºC (B5 - a) e 65 ºC (B5 - b) 
submetidas: ao tratamento hidrotérmico sem etanol; hidrotérmico +3% de etanol; e 
hidrotérmico +5% de etanol e armazenadas a 10 ºC/7dias 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B5 - b 
B5 - a 
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Figura C5. Parâmetros físico-químicos (pH C5-a; ºBrix C5-b; Acidez C5-c; Cor da casca C5-
d; Cor da polpa C5-e) dos frutos armazenados a 25 ºC/7 dias. As mangas foram submetidas: 
apenas lavadas; hidrotérmico; hidrotérmico +3% de etanol; e hidrotérmico +5% de etanol 
 
 
Figura C5 - a 
Figura C5 - b 
Figura C5 - c 
Figura C5 - e 
Figura C5 - d 
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Figura D5. Parâmetros físico-químicos (pH D5-a; ºBrix D5-b; Acidez D5-c; Cor da casca 
D5-d; Cor da polpa D5-e) dos frutos armazenados a 10 ºC/15dias. As mangas foram 
submetidas: apenas lavadas; hidrotérmico; hidrotérmico +3% de etanol; e hidrotérmico +5% 
de etanol 
Figura  D5 -e 
Figura D5 - c 
Figura D5 -d 
Figura D5 - b 
Figura D5 - a 
a a a a 
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Figura E5. Parâmetros físico-químicos (pH E5-a; ºBrix E5-b; Acidez E5-c; Cor da casca E5-
d; Cor da polpa E5-e) dos frutos armazenados a 10 ºC/15 dias+ 25 ºC/5dias. As mangas foram 
submetidas: apenas lavadas; hidrotérmico; hidrotérmico +3% de etanol; e hidrotérmico +5% 
de etanol 
Figura E5 - a 
Figura E5 -b 
Figura E5-c 
Figura E5-d 
Figura 5E - e 
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Tabela A5. Valores médios do pH, ºBrix, Acidez e cor interna e externa das mangas 
utilizadas no início dos experimentos 
 
Mangas 
usadas nos 
experimentos 
(Dia 0)  
pH ºBrix 
Acidez 
(% ácido 
cítrico)  
Cor da casca  Cor da polpa  
L* a* b* L* a* b* 
Experimentos 
25ºC 
3,62± 
0,26 
10,9± 
0,14 
0,96± 
0,26 
71,76±
1,30 
1,81± 
0,11 
63,61±
0,47 
48,78± 
1,68 
6,10± 
0,33 17,56± 0,87 
Experimentos 
10ºC+25ºC 
3,75± 
0,04 
9,48 ± 
1,84  
0,92 ± 
0,16 
83,34 
±2,00 
7,36 
±1,35 
61,56 
±3,69 
45,25 ± 
5,84 
7,90 
±0,80 18,51 ±3,90 
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ANEXO 4 – Permissão da editora para a inclusão do artigo 4 na tese. Em atendimento à 
legislação que rege o direito autoral.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
